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RESUMO

Segundo estimativa da Organizacdo Mundial de Satide (OMS), cerca de 25 milhdes
de individuos ou 4,7% da populacdo mundial apresentam deficiéncia auditiva. A
identificacdo precoce de alteragdes auditivas permite que casos positivos sejam
encaminhados para intervencdo médica e/ou para programas de reabilitacdo. No Brasil
ainda ndo ha dados oficiais sobre a prevaléncia da defici€éncia auditiva, mas estima-se que
dependendo da regido, acomete de 2 a 7 criangas em 1000.

Devido a grande heterogeneidade clinica da surdez, existe uma grande dificuldade
no diagndstico genético da perda auditiva. Mais de 60 genes envolvidos no fenétipo da
surdez neurossensorial ndo-sindromica foram clonados e estdo sendo estudados. Contudo,
mutagdes no gene da conexina 26 - GJB2 — sdo as principais causas da perda auditiva
hereditdria.

A mutacdo c.35delG, no gene GJB2, é a mutagdo mais frequente, causando surdez
com padrdo de heranca autossémico recessivo. Estudos mostraram uma frequéncia média
de heterozigotos c¢.35delG na Europa de 1 a cada 51 individuos. Os primeiros estudos no
Brasil mostraram que a frequéncia de heterozigotos em uma amostra de recém-nascidos foi
de 0,97%.

O objetivo deste trabalho foi avaliar e estabelecer um protocolo diagndstico para a
perda auditiva genética, onde a escolha do tipo de coleta foi sangue em papel FTA e o
desenvolvimento de um chip de DNA para o rastreamento da mutacio c.35delG no gene
GJB2, junto com as principais mutacdes nos genes relacionados a perda auditiva. Amostras
de 1.243 recém-nascidos provenientes do Hospital Universitdrio de Jundiai foram coletadas
na ocasido do teste do pezinho e em seguida analisadas.

Primeiramente realizou-se o rastreamento da mutacdo c.35delG, gene GJB2. Foram
identificados 11 RNs portadores desta mutacao em heterozigose. Em seguida realizou-se o
sequenciamento completo do gene GJB2 para os casos positivos da mutacdo c.35delG,
confirmando a presenca da mutacdo nesses 11 recém-nascidos, sendo que em um deles
também apresentou a alteracao p.V271.

Na segunda etapa do trabalho a técnica de espectrometria de massa (Sequenom®)

foi utilizada para genotipagem de 60 muta¢des envolvidas com a perda auditiva. Dos 1243
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recém-nascidos, 77 foram testados e 14 apresentaram alteracdes, sendo a mutacdo c.35delG
detectada em 11 casos, ja previamente identificados. Ainda, foram encontradas as mutacoes
c.1552-1567dell16 no gene OTOF em um RN e a mutacdo c./0573delA no gene MYOI15A
em dois RNs. Para confirmacdo dessas mutacdes realizou-se sequenciamento de Sanger.
Contudo, a presenca dessas mutacdes nao foi confirmada. No caso do RN no qual havia
sido detectada a mutagdo c./0573delA por Espectrometria de Massa identificou-se a
mutacgdo ¢./0573A >G no gene MYOI15A na andlise de sequenciamento direto. Por se tratar
de uma mutag¢do cujos efeitos no fendtipo ainda ndo foram descritos, realizou-se estudos in
Silico que confirmaram tratar-se de uma mutacdo deletéria.

Dessa forma, espera-se que os resultados obtidos contribuam para demonstrar a
importancia da inclusdao do diagnéstico molecular em programas de triagem auditiva
neonatal. A anélise molecular associada ao teste da orelhinha pode melhorar a eficiéncia da
deteccao da surdez, proporcionar um diagndstico etioldgico precoce, permitindo assim, um

progndstico mais favordvel em relacdo ao desenvolvimento da crianga afetada.
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ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), about 25 million individuals
or 4.7% of the world population has hearing impaired. Early identification of hearing
impairment allows positive cases to be referred for medical intervention and / or
rehabilitation programs. In Brazil there is no official data on the prevalence of hearing loss,
but it is estimated that depending on the region, affects 2-7 children in 1000.

Due to the wide clinical heterogeneity of deafness, there is great difficulty in the
genetic diagnosis of hearing loss. More than 60 genes involved in the phenotype of non-
syndromic deafness have been cloned and are being studied. However, mutations in the
connexin 26 gene - GJB2 - are the main causes of hereditary hearing impairment.

The c¢.35delG mutation in the GJB2 gene is the most common mutation causing
deafness with autosomal recessive inheritance. Studies have shown an average frequency of
heterozygotes for ¢.35delG in Europe of one in every 51 individuals. The first studies in
Brazil showed that the frequency of heterozygotes in a sample of infants was 0.97%.

The aim of this study was to evaluate and establish a diagnostic protocol for genetic
hearing loss, where the choice of collection was blood on FTA paper and the development
of a DNA chip for screening the c.35delG mutation in the GJB2 gene, along with key
mutations in genes related to hearing loss. Samples of 1,243 newborns from the University
Hospital of Jundiai were collected at the time of the screening test and then analyzed.

First were tracking c.35delG mutation, gene GJB2, 11 newborns carriers of this
mutation were identified as heterozygous. Then it was the complete sequencing of the
GJB2 gene for positive cases of c.35delG mutation, confirming the presence of the
mutation in these 11 newborns, and in one of them also had to change p.V271.

In the second stage of research the technique of mass spectrometry (Sequenom®)
was used for genotyping of the 60 mutations involved in hearing loss. Of the 1243
newborns, 77 were tested and 14 had alterations, the ¢.35delG mutation were detected in 11
cases previously identified. And the mutations c¢.1552-1567dell6 OTOF gene in one
newborn and c¢.10573delA MYOI5A gene mutation in two newborns were found. For
confirmation of these mutations Sanger sequencing was performed. However, the presence

of these mutations was not confirmed. In the case of the ¢./0573delA mutation, the direct
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sequencing analysis had been identified the c¢./0573A> G mutation in the gene MYOI5A.
For being a mutation that he effects on the phenotype have not yet been described, we
performed in silico studies have confirmed that this is a deleterious mutation.

Thus, it is expected to contribute to the results demonstrate the importance of the
inclusion of the molecular diagnosis of neonatal auditory screening programs. Molecular
analysis associated with OAE testing can improve the efficiency of detection of deafness,
providing an early etiologic diagnosis, thus allowing a more favorable prognosis in relation

to the affected child.

XX



LISTA DE ABREVIATURAS

XXi



XXii



ARMS
ATEAL
CBPAI
Cx

dB
DFN
DNA
DNAmt
dNTP.
EDTA
EOAs
GATANU
HE

HO
IBGE
JCIH
kB

kHz

MAE
MgClz
min

mL

LISTA DE ABREVATURAS

- Amplification Refractory Mutation Systems

- Associagdo Terapéutica de Estimulacao Auditiva e Linguagem

- Comité Brasileiro de Perdas Auditivas na Infancia

- Conexina
- Decibel

- Deafness

- Acido desoxirribonucléico

- DNA mitocondrial

- Deoxynucleotide Triphosphates (Dioxinucleotideos Trifosfato)

- Acido etilenodiamino tetra-acético

- Emissdes Otoacusticas

- Grupo de Apoio a Triagem Auditiva Neonatal

- Heterozigoto

- Homozigoto

- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

- Joint Committee on Infant Hearing

- Kilobase

- KiloHertz

- Massa molar
- Meato Acustico Externo

- Cloreto de Magnésio

- Minuto

- Mililitro

XXiii



mM - Milimolar

N - Normal

NaOH - Hidréxido de Sédio

ng - Nanograma

NIH - National Institute of Health

°C - Graus centigrados

OMIM - Online Mendelian Inheritance in Men
OMS - Organizacao Mundial de Satde

pb - Par de base

PCR-AS - PCR - Alelo Especifico

PCR - Polymerase Chain Reaction (reagdo em cadeia da polimerase)
PEATE - Potenciais Evocados Auditivos de Tronco Encefélico

pH - Potencial de Hidrogénio I6nico

Pmol - Picomol

RNA - Acido Ribonucléico

Rnam - RNA mensageiro

RNAr - RNA ribossomal

RNAt - RNA transportador

RNs - Recém-nascidos

RPM - Rotacdo por minuto

SAP - Shrimp Alkaline Phosphatase

SNPs - Single nucleotide polymorphism (polimorfismo de nucleotideo tinico)
SNSAR - Sensorineural ndo-sindromica de padrdo autossomico

SUS - Sistema Unico de Satide

TAN - Triagem Auditiva Neonatal

XXiv



TANU - Triagem auditiva neonatal universal

Taq - Thermus aquaticus (enzima polimerase)
TBE - Tris, base, acido bérico, EDTA

TE - Tris EDTA

Tm - Temperatura de melting (fusio)

Tris - HCL

U - Unidade

pL - Microlitro

XXV



XXVi



LISTA DE TABELAS E QUADROS

XXVii



XXviii



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados para a amplificagdo do gene GJB2 e tamanho

dOS fTAZMENTOS. ...c.veiuiiiiiiieieeit ettt ettt et 89

Tabela 2: Padrao de heranca, as mutagdes selecionadas para o estudo, e seus respectivos

ENES € TEIETEMCIAS ...eeuviieiiiieiiie ettt ettt et e st e et e et e s it e saneesanaees 94

Tabela 3: Sequéncias dos primers utilizados para a amplificacdo do exon 66 gene MYO15A

e tamanho do fragmento. ........c.eeoiiiiiiiiiiii e e 102

Tabela 4: Sequéncias dos primers utilizados para a amplificacdo do exon 15 gene OTOF e

tamanho dos fragmMentos. ........c.eeeiiiiiiiiiiriie e e s 103
Tabela 5: Andlises dos diferentes tipos de COleta. ........oovuvieriieeriiieiniieeiniieeiee e 109

Tabela 6: Resultado do rastreamento por AS-PCR da mutagdo c.35delG utilizando 3

diferentes tipos de amostra de DNA em 200 pacientes. .........ccccceeveeneeecueeneerceeennennn 110

Tabela 7: Comparacdo resultados dos 11 individuos portadores da c.35delG em

heterozigose entre as técnicas de AS-PCR e Sequenciamento............ccceeeveevrveernnennne 113
Tabela 8: Mutacdes utilizadas como controles POSItiVOS. .......ceeevveeeereenerrieneenieennens 115
Tabela 9: Pacientes rastreados pelo Sequenom®.............cccoecvevieniiniinienennienieneenens 119
Tabela 10: Relacao de mutacdes que falharam no experimento. .........cccceeceervenneenen. 119
Quadro 1 - Fatores ambientais e genéticos envolvidos com a perda auditiva............... 60

Quadro 2 - Principais sindromes que apresentam a perda auditiva como sinal clinico
(Baseado em Van Camp & Smith. Hereditary Hearing Loss Homepage....................... 63

Quadro 3 - Genes associados a perda auditiva ndo-sindromica Baseado em Van Camp &
Smith. Hereditary Hearing Loss HOmepage. .........coooveerviiiiiiiiiiiiiiiiecee e 65

XXiX



XXX



LISTA DE FIGURAS

XXXi



XXXii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ilustracdo esquemadtica do sistema auditivo, evidenciando as principais partes da
orelha externa, média e interna (Modificado de:
<http://audiovoxfonoaudiologia.blogspot.com/2010_05_01_archive.html>) (29). ....... 56

Figura 2: Ilustracdo esquemadtica da cdclea vista de frente e em seccdo transversal. A
seccdo transversal da coclea mostra a escala média entre as escalas vestibular e timpanica.
Em destaque esquema detalhado do 6rgdo de Corti e micrografia dos estereocilios das
células ciliadas (Adaptado de: “The inner ear”, capitulo “The Auditory System” do livro

“Neuroscience”, editado por Purves e colaboradores (2001) e disponivel no NCBI

Bookshelf —  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=neurosci&part=894)
(B0 ettt et st b et et b ettt nbe et 57
Figura 3: Representacdo esquemadtica da estrutura do gene GJB2 (Baseado em: Benson, et
al. GenBank. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/>). (57)............ 70
Figura 4: Fluxograma da distribuicao da coleta de amostras. ...........ccceeevveerrveernneeenne. 86
Figura 5: Ciclos utilizados para a amplificacdo do gene GJB2. .........cccccceviiniencnnene. 90
Figura 6: Ciclos de amplificacdo para posterior sequenciamento do gene GJB2. ........ 91
Figura 7: Equipamentos utilizados no Sistema MasSATITaY. ......c.ccceeveveerrveernveerneeennne 93

Figura 8: Etapas da técnica de espectrometria de massa iPLEX® Gold Genotyping... 97
Figura 9: Ciclos de amplificacdo do PCR captura do método iPLEX Gold — Sequenom.98
Figura 10: Ciclos de amplificacdo do PCR extensdo do método iPLEX Gold - Sequenom.

Figura 11: Ciclos de amplificacdo para posterior sequenciamento do éxon 66 gene
MYOISA. ..ottt ettt ettt sttt 102
Figura 12: Ciclos de amplificag@o para sequenciamento do éxon 15 do gene OTOF. 103
Figura 13: Relacdo das classes indo da C65 mais deletéria até CO menos deletéria... 106
Figura 14: Gel de agarose mostrando os fragmentos gerados pela técnica de PCR alelo-
especifico para a andlise da mutacao c.35delG. L= Marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen); N= Controle homozigoto normal (N/N); HO= Controle
homozigoto mutante (35delG/35delG); HE= Controle heterozigoto mutante (35delG/N).

XXXiii


file:///C:/Users/Nathy/Desktop/Tese%20Nathy%20correcoes%20banca.docx%23_Toc399343390

Figura 15: Eletroferograma mostrando em destaque a presenca da mutacdo c.35delG em
NELEIOZIZOSE. .eeenetieeiiie ettt ettt ettt ettt ettt e s et e st e e s bt e e sabeeesabeesabeesbaeesneeenan 112
Figura 16: Eletroferograma mostrando em destaque a alteracdo G>A na posi¢cdo 79 em
NELETOZIZOSE. ...ttt ettt ettt e sb e et e be e sate e bt e eabeenbeesareens 112
Figura 17: Graificos mostrando a deteccdo de alelos pela espectrometria de massa. A
Figura “A” representa um paciente controle heterozigoto para a mutacao p.P142L, onde os
alelos C e T estdo representados por picos na regido colorida pontilhada, indicados pela
seta. As figuras "B, C e D” sdo amostras de sangue, papel e saliva, respectivamente, e
representam graficos de pacientes normais para esta mutacdo, onde apenas o alelo C
(NOTMAl) € dELECTAO. ...vvvveeiiieiiieiiieeee e e e e e e e e e e e eee b aeeaeeeees 114
Figura 18: Fluxograma das amostras utilizadas na técnica de Espectrometria de Massa.115
Figura 19: Gréfico mostrando a deteccdo de alelos pela espectrometria de massa da
mutagdo ¢.35delG, os alelos estdo representados por picos na regido colorida pontilhada,
indicados pela seta e mostram a base G € a deleCa0........cceeevvieeriieiniieiiniiienriee e 116
Figura 20: Grafico mostrando a deteccdo de alelos pela espectrometria de massa da
mutacio c.10573delA, os alelos estdo representados por picos na regido colorida pontilhada,
indicados pela seta e mostram a base A € a deleCa0. .......cceeevuieeriiiiniiiiiiiieiiiieeeee 117
Figura 21: Grafico mostrando a deteccdo de alelos pela espectrometria de massa da
mutacio c.1552-1567dell6, os alelos estdo representados por picos na regido colorida
pontilhada, indicados pela seta € mostram a base A e a delecao.........ccceeveevieniennnn 118
Figura 22: Eletroferograma mostrando em destaque a alteracdo A>G em heterozigose.120
Figura 23: Eletroferograma do sequenciamento da alteracdo c.1552-1567del16, onde a seta
INAICA @ DASE COITELAL ...eeuviiuiiiiiiiiiiicict ettt st 120
Figura 24: Resultados da andlise in Silico pela ferramenta Polyphen-2, onde a predicdo
para a mutagdo ¢./0573A >G mostrou ter 0,99 de especificidade, em uma escala que vai de
0,00 @ 1,00, 1eeiiiiiiiieie et s 121
Figura 25: Resultados da andlise in Silico pela ferramenta SIFT, que também identificou a
mutagdo ¢./0573A >G como deletéria. Apresentando um score de O (zero), lembrando que
na escala considerada pela ferramenta S/FT, mutagcdes que apresentam um score com valor

menor que 0,05 sao prejudiciais a0 OTZANISINO. .....eeevreerireeriieerieeerreeesreeeseeesireesanne 122

XXXiV



Figura 26: Resultados da andlise in Silico pela ferramenta Aling, que também identificou a
mutacgdo c¢./0573A >G como deletéria. Os valores encontrados pela ferramenta foram GV=
0,00 e GD=55,27, o que demostra que essa alteracdo estd na classe C55. Os valores de
referéncia utilizados pelo Aling vao da C65, sendo a mais prejudicial, até CO, menos

PIEJUAICTAL ...ttt ettt ettt et s 122

XXXV



XXXVi



SUMARIO

XXXVii



XXXViii



SUMARIO

) B 1315 Y016 L1 o7 10 T PP UPORRRPPPRPR 45
2. ODJELIVOS weeeuitiiiiieiieet ettt ettt ettt ettt ettt et et e e bt e it e bt e st e bt e eabeeaeas 51
2 B 013} 1515 A 0 X € 1<) 1 F USRS 51
2.2. Objetivos ESPECITICOS ....eiiuiiiiiiiiiiiiiiieiieete ettt 51
3. RevisA0 da LAtETatura .....cccueeiuiiiiiiiieeie ettt sttt s 55
3.1, SiStema AUAITIVO...ccouiiiiiiriieiienieet ettt e e 55
3.2, Perda AUGITIVA ..cc..eooiiiiiiieeiieteetee e e 58
3.3.  Etiologia Genética da SUIdezZ..........ccccueiriiiiiiiiiiiiieeieeee et 61
3.3.1. Surdez SINATOMICA ...c..eeeveeriieiiieniieeieeete ettt 62
3.3.2. Surdez nA0 SINATOMICA. ....ccouvervieriieeieeniteeieeeite ettt 64

3.4. Principais Genes EStudados .........cceeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeece e 69
B340, GENE GUIB2.....oiieeeeetee e e 69
BA2. SLC20AG ..ttt 71
BA3.  OTOF ...ttt 72
B4, MYOISA ..ot 73
3.4.5. Genes MItOCONAIIALS ...ccouvveiriieeniieeniieeeite ettt ettt st 74

3.5. Teste de Triagem neonatal ...........cccceeevieiiiiniiiiieniieeeeeeeee e 74
3.6. Diagndstico das perdas auditivas..........cccceevueriieenieeiieenieeeenieeeesee e 80
4. Material € MEOAOS. .......eiiiiiiiiiiiiiieeet et 85
4.1, CASUTSTICA .eeuirieeiiteeeitee ettt ettt et e bt e et e bt e s bt e st e st esnaees 85
4.2, MELOUOS ..ottt ettt et s es 85
4.2.1.  Extracdo de DNA de Papel.........c.cccooiiiiiiiiiniiiieiiieicceeecceeee e 86
4.2.2.  Extracdo de DNA de Saliva........c.cceeiiriiiiiiniiinieeieeeeeeeceeeee e 87
4.2.3.  Extracdo de DNA de pequenos VOIUMES ........cccceeeeiieneeriieeniceieeneenieens 88

4.3. Triagem da mutacdo c¢.35delG no gene da conexina 26 (GJB2)...................... 89
4.4, Amplificacdo do ZeNe GUB2 ........c.ccooiiiiiiiiiieeieeeeeeeeet e 89
4.5. Rastreamento de mutagdes no gene GJB2 por sequenciamento...................... 90
4.6. Anélise das sequencias ODLIAAS .......c.eeervieiriieeriiieeiie e 91
4.7. Genotipagem utilizando a Técnica de Espectrometria de Massa..................... 92
4.7.1.  Definiga0o dOS ENSAIOS ...ecveeerrreeiiieeriieerieeesiteeeereeeareesreeesreeensseesnsseeennns 93



4.7.2.  DeSENNO dOS EIISAIOS ..evvuuereeieeiiiirtieeeeeeeetettreereseeeettaaarereseeeeerssareseees 95

4.7.3. Andlise qualitativa das amOSIIaS. ........ccoeueerrieerieieeniieeniieesiee e 96
4.8, REACOES ...eeeeuiiieeiiieeiiee ettt et ettt st st e s es 96
4.8.1.  1PLEX® GOId GENnOtYPING .....ccevviieririieiiiieeiieeeiieeniieeeiteesiree e sieee e 97
4.8.2. PCR Captura: Amplificacdo de fragmentos contendo os SNPs/Mutagdes98
4.8.3. Tratamento cOm SAP. ..ot 99
4.8.4. PCR de extensdao —1IPLEX GOId.........ccccceeiiiriiiiniiniiiinicnieeneceeeeenens 99

4.8.5.  Purificacdo dos produtos de PCR e Reacdo de espectrometria de massal00

4.9. Confirmacao por Sequeciamento das mutacdes detectadas pelo Sequenom®.101

4.9.1. Amplificacdo do éxon 66 do gene da MYOI5A ......cccovevvvvvveincieennnnnn. 101
4.9.2. Amplificacdo do éxon 15 do gene OTOF...........cccccceevievcirveeneeeneennnn. 102
4.9.3. Sequenciamento do éxon X da MYOI15A e do éxon Y do gene OTOF. 103
4.10.  EStUAO J7 STlICO ..ottt 103
4.10.1. POLYPREn-2......cooiiiiiiiiieet et 103
A.10.2. STET ettt sttt ettt 104
4.103. ANNZ GVGD ..ottt 105

5. RESUITAAOS ettt s 109

5.1.  Resultados comparativos dos diferentes tipos de coletas e amostras de DNA.109

ST AmoOStra de Saliva.......cooeieiiiiiiiiiiiieeeee e 109
5.1.2. Amostras em papel FTA. ..ot 109
5.1.3. Amostra de sangue em EDTA. ..o, 109
5.2.  Resultado do rastreamento da mutag@o c.35delG utilizando 3 diferentes tipos de
amostra de DINA ... e 110
5.3.  Rastreamento da mutacio c.35delG no gene GJB2 por AS-PCR ................. 110
5.4.  Sequenciamento dO ZeNe GJB2 ........cccoieeiieeeiiieeiieeeiee et 111
5.5. Espectrometria de Massa Sequenom®. ..........c.cccccvveeriieeniieenieeenieeeiee e 113
5.5.1.  Andlise das Amostras selecionadas para o Sequenom® ........................ 114

5.6. Confirmacdo das alteracdes encontradas no Sequenom por Sequenciamento 120

5.7.  Estudo In Silico da mutagao ¢.10573A 3G .uuuueveeeveeeeiieeieeiieeeee e 121
. IS CUSSAO ettt et e e e e e e ettt ——eeeee e et —————————aetttann———————aarones 125
T CONCIUSOES .ottt e et e e et aee e e et e e e e taeeeeetaaeeeeaanaeeeenannes 133

x|



B RETEIBIICIAS ..ottt et ettt e e s e e e e e st b eeseseeetaaaaneaas

9. Anexos

xli



xlii



INTRODUCAO

43



44



1. Introducao

A linguagem desempenha um papel essencial na organizacdo perceptual, na
recepg¢do e estruturacdo das informagdes, na aprendizagem e nas intera¢des sociais do ser
humano. A audicdo constitui-se em um pré-requisito para a aquisi¢ao e o desenvolvimento
da linguagem do individuo em uma sociedade cuja comunicagdo oral é predominante (1).

O desenvolvimento do sistema auditivo segue etapas graduais de complexidade, o qual
se inicia ja na vida intrauterina. Assim, para que uma crianca adquira a linguagem e
desenvolva sua fala, deve ser capaz de detectar um som, prestar aten¢do, discrimind-lo,
localizé-lo, memoriza-lo, reconhecé-lo e finalmente compreendé-lo (2, 3, 4).

Em paises desenvolvidos 1 em cada 1000 criancas nasce com perda auditiva, sendo
60% dos casos de surdez congénita de origem genética, 30% adquiridos e 10% ¢€ idiopatica,
ou seja, de causa desconhecida (5, 6, 7). No Brasil, essa frequéncia € estimada em 4 a cada
1000 nascimentos, podendo a frequéncia variar de acordo com a regido (8).

A perda auditiva € a deficiéncia congénita mais frequente dentre aquelas rotineiramente
triadas em programas de saude preventivos (9). Segundo a OMS, surdez refere-se a perda
total da audi¢cdo em uma ou em ambas as orelhas, ja a perda de audi¢cdo refere-se tanto a
perda completa ou parcial da capacidade de ouvir (10). Nos dois casos pode ocorrer um
desvio ou mudancga das estruturas ou da funcao auditiva (11, 12, 13).

De acordo com Roslyng-Jensen, uma perda auditiva em uma crianga € qualquer
comprometimento da audi¢do que reduza a inteligibilidade da mensagem falada a um grau
de inadequacdo para interpretagdo apurada ou para aprendizagem (14).

Além disso, sabe-se que o Sistema Nervoso Auditivo Central apresenta grande
plasticidade quando precocemente estimulado, principalmente até os seis meses de idade,
levando ao aumento de conexdes nervosas e consequentemente melhores reabilitacdo das
vias auditivas (11).

Desta maneira, os seis primeiros meses de vida da crianca sdo decisivos no
desenvolvimento futuro da criangca com perda auditiva. Por estas razodes, se justifica a
preocupacdo com o diagndstico e a intervengdo precoce da perda auditiva, pois muitos

estudos ja relataram que prejuizos causados pela perda auditiva muitas vezes sao
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irreversiveis, afetando nio apenas a linguagem, mas também o desenvolvimento cognitivo,
intelectual, cultural e social da crianga (12).

A perda auditiva pode ser causada por fatores ambientais ou genéticos. Dentre os
fatores ambientais inclui-se a exposicao frequente a ruido de alta intensidade, o uso de
drogas ototdxicas, infecgdes, entre outros. Quanto aos fatores genéticos, mutagdes em
diferentes genes ou em elementos regulatérios que estdo envolvidos no desenvolvimento
adequado, na estrutura e na funcdo da orelha podem levar a diferentes graus de perda
auditiva (15).

O estudo genético da surdez, além de contribuir para determinar sua etiologia, também
proporciona um melhor entendimento da fisiologia da audi¢do, a medida que, por meio de
mutacdes podem-se entender melhor as fungdes das proteinas envolvidas nesse complexo
mecanismo (16).

Estima-se que de 300 a 500 genes estejam envolvidos no mecanismo da audi¢do. A
complexidade fisioldgica da audi¢do e o envolvimento de tantos genes levam a uma grande
heterogeneidade genética da surdez (17).

A pesquisa etioldgica da surdez € de extrema importancia para que o progndstico
seja estabelecido assim como as condutas apropriadas sejam adotadas. Os avangos no
campo da genética molecular humana intensificada nos ultimos anos pelo Projeto Genoma
Humano conduziram a uma répida identificacdo e caracteriza¢do dos genes e de alteracdes
génicas (mutacdes) responsaveis pelas doencas humanas (18).

Nos ultimos 20 anos, o principal objetivo de pesquisas moleculares relacionadas a
perda auditiva genética € a deteccdo de novos genes envolvidos neste tipo de perda. A
técnica mais utilizada é o sequenciamento de regides suscetiveis a conter genes candidatos
de perda auditiva (19). Atualmente com o grande nimero de genes descobertos, €
necessario que se use novas tecnologias que sejam capazes de rastrear um grande nimero
de alteracdes de uma tnica vez. Com isso as novas tecnologias high-throughput (alto
rendimento) vém sendo utilizadas cada vez mais, permitindo um diagndstico mais eficaz e
répido.

A triagem auditiva neonatal universal € a primeira etapa de um programa de satide
auditiva neonatal, devendo ser seguida de atendimento multidisciplinar para diagndstico,

envolvendo principalmente o fonoaudiélogo, o médico otorrinolaringologista e geneticista.
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Sempre que possivel e brevemente devem ser iniciados os processos de intervengao, com
uso de amplifica¢ao sonora e reabilitagdo.

A triagem € o processo de se aplicar procedimentos rdpidos e simples em um grande
ndmero de pessoas, sendo que o principal objetivo € identificar os indicadores de risco para
a perda auditiva, se um recém-nascido apresenta algum indicador tem uma chance maior de
apresentar perda auditiva. Essa triagem € importante para que se saiba qual conduta adotar
apos os resultados da triagem auditiva (20).

Os indicadores de risco foram preconizados por comités nacionais € internacionais
que estudaram a audi¢do infantil (Joint Committee of Infant Hearing- JCIH) (21) e Comité
Multiprofissional de Saide Auditiva- COMUSA (22).

Para o diagndstico da perda auditiva, é recomendado que sejam realizados alguns
testes com procedimentos comportamentais e eletrofisiolégicos, como: observacdo do
comportamento auditivo, medidas de emitancia acustica, EOAE (Emissdes Otoactsticas) e
PEATE (Potenciais Evocados Auditivos de Tronco Encefilico), sendo esses exames
fundamentais para determinacdo do tipo, grau e configuracdo da perda auditiva,
possibilitando os processos de habilitacdo, com a indicacdo de protese auditiva e/ou
implante coclear e a reabilitagdo fonoaudioldgica (23).

No Brasil esses procedimentos sdo conhecidos como o “teste da orelhinha”
implementado no Brasil pela lei Lei Federal N° 12.303 de 2/08/2010 (24). Em Jundiai - SP,
a ATEAL (Associacao Terapéutica de Estimulacdo Auditiva e Linguagem) € responsavel
pela realizagdo do EOAs em todos os RNs nascidos no HU (Hospital Universitario de
Jundiai — SP). Em casos de RN que falham, eles sdo encaminhados para reteste e realizacdo
do PEATE e acompanhados por fonoaudidlogos da ATEAL.

Em muitos casos a etiologia da perda auditiva ndo € concluida devido a falta de
programas que incluam testes genéticos.

Tendo em vista o importante impacto s6cio-econdmico envolvido no diagnéstico e
no tratamento da surdez, é de extrema relevancia para as politicas publicas a determinacao
de um protocolo de diagnodstico genético padrdao que, associado ao Teste da Orelhinha,
possa aumentar a eficcia da triagem auditiva.

O acesso precoce ao diagndstico e implante coclear logo no primeiro ano de vida,

somados a participacdo efetiva da familia, e interven¢des fonoaudioldgica e
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psicopedagégica, podem propiciar o desenvolvimento tanto da linguagem quanto da
comunicacdo oral permitindo que a crianca surda tenha a oportunidade de se desenvolver
de forma semelhante a das criangas ouvintes.

Espera-se que os resultados obtidos nesse estudo contribuam para enfatizar a
importancia da inclusdo do diagnéstico molecular em programas de triagem auditiva
neonatal, onde uma associagdo entre andlise molecular e teste da orelhinha possa contribuir

para um diagnostico precoce, favorecendo o desenvolvimento da crianga afetada.

48



OBJETIVOS

49



50



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver um painel diagndstico para detectar com mais rapidez as mutacdes
mais frequentemente observadas em casos de surdez com etiologia genética, a fim de

empregé-las no rastreamento de recém-nascidos.

2.2. Objetivos Especificos

- Comparar os resultados de rastreamento da c.35delG em diferentes tipos de amostras de

DNA obtidas de saliva, sangue em EDTA e papel;

- Rastrear a mutagdo c¢.35delG do gene GJB2 e determinar a sua frequéncia na amostra de

recém-nascidos;

- Avaliar o rendimento e o potencial da plataforma Sequenom® para deteccdo das

mutacdes mais frequentes relacionadas com a perda auditiva.
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3. Revisao da Literatura

3.1. Sistema Auditivo

Um dos mais complexos sistemas do nosso organismo € o auditivo, sendo ele
responsavel por captar as ondas sonoras e dar inicio ao processo de percepcdo e
interpretacdo do som. Uma mistura de ondas sonoras € constantemente gerada no ambiente
e alcanca nossas orelhas. Esta colecdo de sons contém um amplo espectro de tons altos e
baixos em uma variedade de intensidades. A orelha é um O6rgdo capaz de decifrar
precisamente as diferentes frequéncias e intensidades, enquanto ao mesmo tempo transfere
as informagdes coletadas para o cérebro e nos permite categorizar cada som e identificar
sua distancia relativa e direcdo (15).

A formacdo da orelha se inicia aproximadamente no 22° dia de gestacdo e
anatomicamente comeca a se diferenciar a partir do 6° més (25). Estruturas sensoriais e
conexodes centrais constituem o sistema auditivo, sendo responsdveis pela audi¢do. Esse
sistema pode ser referido em duas partes distintas inter-relacionadas, a primeira parte o
sistema auditivo periférico, formado pelas estruturas da orelha externa, média, interna e do
sistema nervoso periférico, composto pelo nervo coclear. A segunda parte ¢ formada pelo
sistema auditivo central, constituido pelas vias auditivas localizadas no tronco encefélico e
areas corticais (26).

A orelha estd abrigada no osso temporal e consiste em trés partes, cada qual com
caracteristicas estruturais e funcionais distintas: orelha externa, média e interna (Figura 1).
A orelha externa € formada pelo pavilhdo da orelha que se projeta lateralmente a cabeca,
sendo responsdvel pela captacdo do som, e pelo meato actstico externo, curto conduto,
responsével por conduzir o som captado para a orelha média.

A orelha média € formada pela cavidade timpanica e por trés ossiculos: o martelo, a
bigorna e o estribo. O som entra pelo canal auditivo externo, gerando uma vibragdo da
membrana timpanica para dentro e para fora da orelha média (fases de compressiao e de
rarefacdo). Os ossiculos que se encontram posicionados juntamente a membrana timpanica
coletam as vibracdes e as transmitem para a orelha interna, através da janela oval (27, 15,

28).
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Figura 1: Ilustragdo esquematica do sistema auditivo, evidenciando as principais partes da
orelha externa, média e interna (Modificado de:
<http://audiovoxfonoaudiologia.blogspot.com/2010_05_01_archive.html>) (29).

A coclea, presente na orelha interna, € o principal 6rgio responsével pela audi¢do e
¢ constituido por um canal ¢sseo-membranoso que apresenta a forma de caracol rodeado
pelo osso temporal. Esse canal € dividido em trés compartimentos preenchidos por fluidos:
as escalas média, vestibular e timpanica (15).

A escala média é uma cavidade cheia de endolinfa, localizada entre a escala
vestibular e timpanica, cavidades preenchidas por perilinfa. A escala média contém o 6rgao
de Corti, (6rgao Espiral), por¢ao sensorial propriamente dita do sistema auditivo. Ele esta
situado na membrana basilar, e € constituido por células de suporte e células sensoriais,
denominadas células ciliadas. A por¢do apical das células ciliadas contém projecdes
especializadas ricas em actina, denominadas estereocilios. Uma membrana acelular,
chamada membrana tectéria, cobre o epitélio de células ciliadas. As células ciliadas
internas sdo capazes de transformar a energia mecdnica em um sinal elétrico, que € o
principio basico da audicdo (15).

Quando o som ¢ captado, fluidos se movem pela escala média e fazem vibrar a
membrana basilar e a membrana tectéria. As vibragdes provocam a deflexdo dos

estereocilios, permitindo o influxo de fons potédssio por meio da abertura de canais que
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despolarizam a membrana das células ciliadas internas. Essa despolarizacdo provoca a
liberagdo de vesiculas contendo neurotransmissores nas células ciliadas internas ou
externas, que desencadeiam o impulso nervoso. Esses impulsos elétricos sdo transmitidos
ao nervo auditivo, que leva a informag@o ao cérebro, onde sdo interpretados. A Figura 2
traz uma ilustracdo esquemadtica da cdéclea e detalhes de suas porcdes, evidenciando a

localizagdo das células ciliadas do 6rgao de Corti e dos estereocilios (15).

Seccgdo transversal da coclea

Nervo
auditivo

Escala
média

Nervo Membrana

vestibular Nefvo tectoria

auditivo

Escala
vestibular

Génglio
espiral

Janela
oval

Janela
redonda Escala
timpanica

Células ciliadas
Membrana internas
tectoria Membrana
Estereocilios basilar

Células
ciliadas
externas

Estereacilios das Estereocilios das
célulasciliadas célulasciliadas
internas externas
()rgéo de Corti Células ciliadas

Axéinios externas
Membrana Células Tanelde  oferentes

ani basilar - Corti
Axonios ciliadas t

internas

aferentes

Figura 2: Ilustracdo esquemadtica da cdclea vista de frente e em seccdo transversal. A
seccdo transversal da coclea mostra a escala média entre as escalas vestibular e timpanica.
Em destaque esquema detalhado do 6rgdo de Corti e micrografia dos estereocilios das
células ciliadas (Adaptado de: “The inner ear”, capitulo “The Auditory System” do livro
“Neuroscience”, editado por Purves e colaboradores (2001) e disponivel no NCBI
Bookshelf —  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=neurosci&part=894)
(30).
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Ainda com relacdo ao sistema auditivo central, ele estd envolvido no processamento
auditivo, ou seja, numa série de processos relacionados a andlise e interpretacdo de sons,

que culmina no reconhecimento de sons complexos, como os da fala (26, 31).

3.2. Perda Auditiva

A perda auditiva € a deficiéncia congénita mais frequente dentre aquelas rotineiramente
triadas em programas de saude preventivos (9) (Disponivel em URL:
http://www.gatanu.org). Segundo a OMS, surdez refere-se a perda total da audicdo em uma
ou em ambas as orelhas, j4 a perda de audicao refere-se tanto a perda completa ou parcial
da capacidade de ouvir (10). Nos dois casos pode ocorrer um desvio ou mudanga das
estruturas ou da func¢do auditiva (32, 33, 34).

De acordo com Roslyng-Jensen, uma perda auditiva em uma crianga € qualquer
comprometimento da audicdo que reduza a inteligibilidade da mensagem falada a um grau
de inadequacdo para interpretagdo apurada ou para aprendizagem (14).

A perda auditiva € classificada de acordo com o segmento anatdmico em que a lesdo
estd situada, podendo ser classificada em: (1) perda auditiva condutiva, onde as ondas
sonoras ndo atingem a orelha interna da forma adequada devido a alteracdes na orelha
externa e/ou média (membrana do timpano, cadeia ossicular, janelas redonda ou oval, ou
mesmo a tuba auditiva); (2) perda auditiva neurossensorial, cujas causas estdo localizadas
na coclea e/ou no nervo coclear; (3) perda auditiva mista, onde o portador possui defeitos
nos componentes condutivos e neurossensoriais na mesma orelha; e (4) perda auditiva
central, quando os distirbios auditivos ocorrem em consequéncias de lesdes na via auditiva
central (34, 35, 36).

As perdas auditivas podem ainda ser classificadas de acordo com o seu inicio como
congénitas, quando ocorrem antes ou durante o nascimento e adquiridas, quando ocorrem
apds o nascimento. Se estiver presente ao nascimento ou antes, da aquisi¢do da linguagem,
a perda auditiva € pré-lingual e, quando se manifesta apds a aquisi¢ao da linguagem, pos-
lingual (37).

A surdez também pode ser definida de acordo com o seu grau. Segundo Finsterer e
Fellinger (17), em individuos adultos a audi¢ao normal 0 a 25 dB; perda leve 26 a 40 dB;
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perda moderada 41 a 71 dB; perda severa 71 a 90 dB; perda profunda acima de 91 dB. Para
criangas a classificacdo quanto ao grau de acordo com Northern e Downs (20) é: audi¢cdo
normal 0 a 15 dB; perda discreta 16 a 25 dB; perda leve 26 a 40 dB; perda moderada 41 a
70 dB; perda severa 71 a 90 dB; perda profunda acima de 91 dB. A avaliacdo ¢ feita através
dos limiares tonais nas frequéncias que variam de 0,5 a 4 kHz, que sdo essenciais para o
entendimento da fala (17).

Outro critério € quanto a lateralidade, sendo chamada de bilateral quando as duas
orelhas sdo afetadas, e de unilateral quando a deficiéncia auditiva estd presente em apenas
um dos lados (17).

Quando os casos de surdez sdo acompanhados por outras manifestagdes clinicas, sdo
caracterizados como sindromicos, ao contrario da perda auditiva ndo-sindrémica, onde esta
€ o unico fenotipo (15).

A surdez pode surgir com o avangar da idade devido ao processo degenerativo natural.
Nesse caso, mais de 25% da populacdo com 65 anos de idade e cerca de 50% com mais de
80 sofrem de diferentes graus de perda auditiva, também conhecida como presbiacusia (15).

A perda auditiva pode ser causada por fatores ambientais ou genéticos (Quadro 1).
Dentre os fatores ambientais inclui-se a exposicao frequente a ruido de alta intensidade, o
uso de drogas ototdxicas, infeccdes, entre outros. Quanto aos fatores genéticos, mutacoes
em diferentes genes ou em elementos regulatérios que estdo envolvidos no
desenvolvimento adequado, na estrutura e na funcdo da orelha podem levar a diferentes

graus de perda auditiva (15).
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Quadro 1 - Fatores ambientais e genéticos envolvidos com a perda auditiva (38).

CAUSAS DE PERDA AUDITIVA
Infec¢do materna (rubéola, citomegalovirus).
Pré-natal Uso de medicamentos durante a gestacio.
Irradiagdo (raios-X) durante a gravidez.
Ictericia grave
Peri-natal Trauma de parto
Andxia
Ambiental Otites (Medicagfo ototdxica)
Meningite (Exposi¢do a ruidos intensos)
Pos-natal Sarampo (Envelhecimento)
Caxumba
Traumatismo
Autossdmico dominante
Sindrémico AutossOmico recessivo
Ligado ao X
Genética Mitocondrial
Autossdmico dominante
Nao- Autossdmico recessivo
Sindrémico Ligado ao X
Mitocondrial

Nos paises em desenvolvimento, ainda existe prevaléncia dos fatores ambientais
como causa das perdas auditivas. As infec¢Oes pré-natais como rubéola, meningite,
toxoplasmose, citomegalovirus, sifilis, herpes simples, entre outras, constituem a primeira
causa de perda auditiva infantil identificavel. Os fatores perinatais como ventilacdo
mecanica, hipdoxia, hiperbilirrubinemia, também contribuem para a etiologia das perdas
auditivas, sendo que com o aumento da sobrevida de neonatos de risco e prematuros, a
frequéncia aumentou nos ultimos anos. Doencgas infecciosas pds-natais, como meningite,
sarampo, caxumba e infec¢Oes cronicas na orelha, também desempenham um papel
importante na etiologia das perdas auditivas. Outras causas comuns incluem: exposicao
frequente a ruidos intensos, lesdes na cabeca e orelha, envelhecimento e uso de drogas
ototoxicas (39, 40, 10).

A surdez é uma doenga extremamente heterogénea, tanto no aspecto clinico como no
genético e tem sido considerado o distirbio sensorial mais prevalente em humanos (37).

Segundo dados da OMS, 360 milhdes de pessoas cerca de 5% da populacdo mundial

apresenta algum tipo de problema auditivo, sendo 328 milhdes de adultos e 32 milhdes de
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criangcas. A maioria desses casos ¢ de pessoas que vivem em paises em desenvolvimento
(10).

Em paises desenvolvidos 1 em cada 1000 criancas nasce com perda auditiva, sendo
60% dos casos de surdez congénita de origem genética, 30% adquiridos e 10% idiopéticas,
ou seja, de causa desconhecida (5, 6, 7).

No Brasil, essa frequéncia € estimada em 4 a cada 1000 nascimentos (8). No entanto,
essa frequéncia pode variar de acordo com a regido estudada, podendo a surdez estar
presente em 2 a 7 para cada 1000 recém-nascidos (5, 38).

Segundo dados coletados no censo de 2010 o IBGE calculou que no Brasil 9,7 milhdes
de pessoas apresentam algum tipo de perda auditiva e estudos mostram que de 32 a 40%

dos casos a etiologia ndo € esclarecida (41,42).

3.3. Etiologia Genética da Surdez

O estudo genético da surdez, além de contribuir para determinar sua etiologia, também
proporciona um melhor entendimento da fisiologia da audi¢do, a medida que, por meio de
mutacdes pode-se entender melhor as funcdes das proteinas envolvidas nesse complexo
mecanismo (16).

Sabe-se que em paises desenvolvidos mais de 50% dos casos de surdez t€m origem
genética e o estudo de suas causas avancou significativamente nos ultimos anos, sendo
identificados vdrios genes relacionados a esta alteracdo. A surdez genética pode ser
classificada como forma nao-sindromica, quando mutagdes em alguns desses genes causam
perda auditiva de forma isolada, ou ainda formas sindromicas, onde a perda auditiva € um
dos sinais clinicos de diversas sindromes. Desses genes, muitos ja estdo perfeitamente
isolados e identificados (16).

Avancgos na pesquisa sobre as bases moleculares do sistema auditivo permitiram a
identificacdo e caracterizacdo dos genes e proteinas relacionados a audi¢do. Esse
conhecimento contribui ndo sé para uma melhor compreensao dos mecanismos da audicao,
mas também das bases moleculares da perda auditiva. Esta pesquisa basica é pré-requisito
para o desenvolvimento do diagndstico molecular e de novas terapias para a surdez (43).

As fungdes dos genes envolvidos na audicdo sdo diversas, e inclui genes que

codificam componentes de matriz extracelular, proteinas de gap junctions e adesdo, canais
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de ions e transportadores, proteinas de superficie das células e receptores, assim como
proteinas de citoesqueleto, fatores de transcri¢do, RNAt, RNAr e outras proteinas (17,44).

Estima-se que de 300 a 500 genes estejam envolvidos no mecanismo da audi¢do. A
complexidade fisioldgica da audicdo e o envolvimento de tantos genes levam a uma grande
heterogeneidade genética da surdez (17).

Além do grande nimero de genes descritos, outro fator que aumenta a complexidade
genética da perda auditiva é que um mesmo gene pode apresentar mutagdes que resultam
em diferentes padroes de heranca, recessivo ou dominante, ou ainda estar envolvido tanto

com surdez nao-sindrémica como sindromica (44).

3.3.1. Surdez sindromica

Na forma sindromica a surdez hereditdria pode estar associada a malformacgdes
craniofaciais ou cervicais, displasias esqueléticas, anomalias cutineas ou oculares, doengas
neuroldgicas e disfungdes renais ou metabolicas, entre outras. (45).

Existem mais de 400 sindromes descritas, que incluem a surdez como uma de suas
manifestacdes clinicas. Estima-se que 30% dos casos de surdez pré-lingual sejam
sindromicos (19,45). At€ o momento ja foram identificados pelo menos 35 genes
associados a esse padrdo. A seguir estdo destacadas as principais sindromes que incluem a

surdez como sinal clinico (Quadro 2 ).
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Quadro 2 - Principais sindromes que apresentam a perda auditiva como sinal clinico
(Baseado em Van Camp & Smith. Hereditary Hearing Loss Homepage. Disponivel em
<http://hereditaryhearingloss.org>) (46).

Sindrome Gene Locus Localizagao
Cromossomica
Usher
- USHIA 14q32
MYO7A USH1B 11q13.5
USHIC USHIC 11p15.1
Tipo I CDH23 USHID 10g22.1
Desconhecido USHIE 21921
PCDHI5 USHIF 10q21-22
SANS USHIG 17q24-25
Tipo 1 Desconhecido USHI1H 15q22-23
USH2A USH2A 1q41
Desconhecido USH2B 3p23-24.2
Tipo I
VLGRI USH2C 5q14.3-gq21.3
WHRN USH2D 9q32
USH3A USH3 3q21-q25
Tipo 11T
PDZD7 - 10g24.31
Waarderburg
Tipo I PAX3 WSI1 2q35
Tipo IIA MITF WS2A 3pl4.13p12.3
Tipo 1IB Desconhecido WS2B 1p21-p13.3
Tipo IIC Desconhecido WS2C 8p23
Tipo IID SNAI2 WS2D 8qll
Tipo III PAX3 WS3 2q35
EDNRB WS4 13q22
Tipo V EDN3 WS4 20q13.2-q13.3
SOX10 WS4 22q13
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COLA4AS - Xq22
Alport
COLA4A3/ COL4A4 - 2q36-q37
EYAI BORI1 8ql3.3
Branquio-oto- SIX5 BOR2 19q13.3
renal Desconhecido - 1q31
SLX1 BOS3 14921.3-q24.3
Jervell e Lange- KCNQI JLNS1 11p15.5
Nielsen KCNEI JLNS2 21g221.1-q22.2
SLC26AA PDS 7q21-34
Pendred
Foxii PDS 5q35.1
COL2AI STL1 12q13.11-q13.2
COLIIAI STL2 1p21
Stickler
COLI1A2 STL3 6p21.3
COLY9AI - 6q13
Treacher Collins TCOF1 TCOF1 5q23-q33.1
Doenca de Norrie NDP NDP Xpll.3
SEMA3E - 7q21.11
CHARGE
CHD7 - 19q13.3

3.3.2. Surdez nao sindromica

A surdez ndo-sindrémica corresponde a 70% dos casos de perda auditiva e é quase
exclusivamente monogénica e altamente heterogénea (47, 46, 45).

Os casos de surdez ndo-sindrOmica podem ser classificados quanto ao seu
mecanismo de heranca. Aproximadamente 75 a 80% dos casos sdo de heranca autossdmica
recessiva, 20 a 25% autossdmica dominante e cerca de 1 a 2% ligada ao cromossomo X.
Além disso, a frequéncia da heranca mitocondrial € estimada em 1% (48, 19).

Uma nomenclatura padronizada e classificacio comum t€m sido usadas para loci e
genes envolvidos com perda auditiva (49). Os loci da surdez ndo-sindromica sdo

designados como DFN (do inglé€s deafness), acrescida das letras A ou B, significando
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forma de transmissdo autossOmica dominante (DFNA) e recessiva (DFNB),
respectivamente. Quando se denomina DFNX trata-se de surdez de transmissdo ligada ao
cromossomo X. Os numeros que acompanham essas nomenclaturas sdo dados
sequencialmente de acordo com a ordem cronolédgica de descoberta da doenca.

A heterogeneidade genética da perda auditiva ndo-sindromica € extremamente
elevada. Até o momento, foram mapeados quase 150 loci e mais de 60 genes ja foram

identificados, que podem ser observados no Quadro 3 (46, 50).

Quadro 3 - Genes associados a perda auditiva ndo-sindromica Baseado em Van Camp &
Smith. Hereditary Hearing Loss Homepage. Disponivel em
<http://hereditaryhearingloss.org>) (46).

Heranca autossomica recessiva ou dominante

Funcao do produto na
Gene Locus
audicao
GJB2 DFNB1/DFNA3A Homeostase i0nica
T™CI DFNB7/11/DFNA36 Desconhecida
Proteina da matriz

TECTA DFNB21/DFNAS8/12

extracelular

Proteina motora dos
MYO7A DFNB2/DFNA11

estereocilios

GJB6 DFNB1/DFNA3B Homeostase i0nica
Proteina motora dos

MYO6 DFNB37/DFNA22

estereocilios
GJB3 -/DFNA2B Homeostase idnica

Proteina da matriz
COLI11A2 DFNB53/DFNA13
extracelular
Heranca autossomica recessiva
Funcao do produto na
Gene Locus
audicao
SLC26A4 DFNB4 Homeostase idnica
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Proteina motora dos

MYO15A DFNB3
estereocilios
Exocitose nas vesiculas
OTOF DFNB9 sindpticas das células
ciliadas internas
Proteina de adesdo dos
CDH23 DFNB12
estereocilios
TMPRSS3 DFNB&/10 Desconhecida
Formacao do citoesqueleto
TRIOBP DFNB28
dos estereocilios
TMIE DFNB6 Desconhecida
Sinalizacdo de células
PJVK DFNB59
ciliadas e neurdnios
Formacao do citoesqueleto
ESPN DFNB36
dos estereocilios
Proteina de adesdo dos
PCDHI15 DFNB23
estereocilios
ESRRB DFNB35 Fator de transcri¢ao
MARVELD?2 DFNB49 Homeostase i0nica
Proteina de adesao dos
LHFPL5 DFNB66/67
estereocilios
Proteina da matriz
STRC DFNB16
extracelular
CLDNI14 DFNB29 Homeostase i0nica
Formacao do citoesqueleto
RDX DFNB24
dos estereocilios
Proteina motora dos
MYO3A DFNB30
estereocilios
Motor molecular de células
SLC26A5 DFNB61

ciliadas externas
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Proteina do arcabouco

WHRN DFNB31
proteico dos estereocilios
Proteina do arcabougo
USHIC DFNBI18 .
proteico dos estereocilios
Proteina da matriz
OTOA DFNB22
extracelular
GRXCRI1 DEFNB25 Desconhecida
LOXHDI1 DFNB77 Feixe de estereocilios
TPRN DFNB79 Feixe de estereocilios
GPSM?2 DFNB&2 Proteina transmembranica
PTPRQ DFNB84 Sinalizagdo celular
HGF DFNB39 Sinalizagdo celular
LRTOMT DFNB63 Desconhecida
MSRB3 DFNB74 Oxido-redugio mitocondrial
Inibidor de protease
SERPINB6 DFNBO91
intracelular
ILDR1 DFNB42 Desconhecida
GIPC3 DFNB15/72/95 Feixe de estereocilios
Heranca autossomica dominante
Funcao do produto na
Gene Locus
audicao
WFS1 DFNAG6/14/38 Homeostase i6nica
KCNQ4 DFNA2A Homeostase idnica
Proteina da matriz
COCH DFNA9
extracelular
MYOIA DFNAA48 Desconhecida
Formacao do citoesqueleto
ACTGI DFNA20/26
dos estereocilios
EYA4 DFNA10 Fator de transcri¢ao
MYHI14 DFNA4 Desconhecida
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DFNAS DFENAS Desconhecida
POU4F3 DFNAI1S5 Fator de transcri¢ao
CRYM - Homeostase i0nica
TFCP2L3 DFNA28 Fator de transcri¢ao
Proteina motora dos
MYH9 DFNA17
estereocilios
Formacao do citoesqueleto
CCDC50 DFNA44
dos estereocilios
Formacao do citoesqueleto
DIAPH] DFNA1
dos estereocilios
Regulacdo da expressao
MIRNY96 DFNAS50 ‘
génica
Manutengao de diferenca de
TJP2 DFNASI1
potencial elétrico
SMAC/DIABLO DFNA64 Inducao de apoptose
Heranca ligada ao X
Funcao do produto na
Gene Locus
audicao
POU3F4 DFNX2 Fator de transcri¢ao
Metabolismo de purina e
PRPSI DFNX1
biossintese de nucleotideos
SMPX DFNX3 Desconhecida
Heranca mitocondrial
Funcao do produto na
Gene Locus
audicao
RNA ribossdmico
MT-RNRI 12S RNAr
mitocondrial
RNA transportador
MT-TS1 RNAtSer(UCN) . .
mitocondrial

Os genes causadores da perda auditiva podem ser classificados em 6 grupos:
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1- Genes que codificam proteinas componentes de canais i0nicos e jungdes
intercelulares (GJB2 e outras conexinas, KCNQ4, claudina 14);

2-  Genes que codificam proteinas de citoesqueleto ou de membrana e estdo envolvidas
com formagdo e estabilizacdo estrutural do estereocilio (miosina, caderina, fana-
acti, harmonina, prestina);

3- Genes que estdo envolvidos com funcionamento de sinapse (OTOFerlina, miosina);

4- Genes que codificam proteinas de matriz extracelular, como da membrana tectdrica
( tecta, col11A2, Coch, otoancorina);

5- Genes que codificam fatores de transcricao (POU3FA, PU4F3, EY A4, TFCP2L3);

6- Genes de funcdo desconhecida (DFNAS) (51).

3.4. Principais Genes Estudados
3.4.1. Gene GJB2

O gene GJB2 foi clonado e isolado em 1997, sendo o primeiro gene nuclear associado a
perda auditiva sensorioneural ndo-sindrémica de padrdo autossdomico recessivo (SNSAR),
contribuindo imensamente para o avanco do diagnéstico molecular da surdez. O gene GJB2
codifica a proteina conexina 26 (Cx26) e mutacdes nesse gene sao responsaveis por 50%
dos casos de perda auditiva SNSAR, o que afirma a importancia de testes moleculares para
investigar mutacoes nesse gene (52, 53, 54).

A proteina Cx26 possui 226 aminodcidos, se expressa na coclea, e estd associada a
comunicacdo celular (gap junctions), € responsdvel por formar canais que medeiam a
passagem de pequenas moléculas e fons entre membranas celulares, permitindo, por
exemplo, a reciclagem de fons de potdssio nos fluidos cocleares. Mutacdes nesse gene
podem alterar a fun¢do da Cx26, levando a uma deficiéncia no fluxo de ions potéssio,
podendo levar a morte celular e consequentemente a surdez, j& que niveis elevados de
potassio podem afetar a funcdo e a sobrevivéncia das células de suporte necessdrias a
audi¢do (55, 17).

O gene GJB2 esta localizado no cromossomo 13ql11-q12, apresenta 5513 pb e possui

dois éxons, porém somente o segundo éxon contém a regido codificante, sendo o primeiro
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ndo-codificante (56). A Figura 3 traz uma representacdo esquemadtica da estrutura do gene
da Cx26.

-

Exon 1 intron Exon 2

Regido codificante

193 pb 2328 pb 22 pb 681 pb 1438 pb

Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura do gene GJB2 (Baseado em: Benson, et
al. GenBank. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/>). (57).

Mutagdes no gene da conexina 26 também podem determinar a perda auditiva com
padrdo dominante de heranca (58). Acredita-se que mutacOes presentes no gene da
conexina 26 podem ser responsaveis por cerca de 20% de todas as perdas auditivas
sensorioneurais (59).

Cerca de 310 mutacdes ja foram descritas no gene GJB2, das quais algumas sao
bastante frequentes e outras sdo raras (60). O espectro de mutacdes difere substancialmente
entre as populacdes, devido a diferencas étnicas especificas, como o caso da mutagdo
235delC frequente entre japoneses, 167delT em judeus e V371 em taiwaneses (61).

A mutacdo mais frequente € a c.35delG que estd relacionada a um padrdo de heranca
autossOmico recessivo. Devido sua alta frequéncia em varias populagdes tem grande
relevancia no rastreamento das causas de deficiéncia auditiva. Esta mutagdo trata-se da
delecdo de uma guanina em uma sequéncia de seis guaninas que se estendem da posi¢ao 30
a 35 dos nucleotideos, no éxon codificante do gene GJB2, o que resulta na interrup¢ao do
quadro de leitura (frameshift). Dessa forma, a glicina é convertida para valina no cédon 12,
e um codon de terminacdo (stop cddon) prematuro € formado no cédon 13. A mutacdo
ocasiona, portanto, a sintese de um polipeptideo incompleto, com 12 aminoécidos, ao invés
do polipeptideo normal, com 226 aminodacidos (62, 63, 58, 64, 65, 47).

A mutacdo c.35delG provavelmente surgiu na populacio europeia, ha cerca de 10.000
anos. Essa mutacao existiu na populagdo caucaséide por algum tempo e depois se propagou
por todas as outras populagdes, alcancando um alto nimero de portadores (66). Portanto, a

mutacio c.35delG nio é rara, sua presenca em heterozigose pode ser encontrada em até 4%
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dos individuos em algumas populagdes (65, 67). Inicialmente foi levantada a hipétese de
que essa regido seria um sitio gendmico com maior probabilidade de ocorrerem mutagdes,
ou seja, um ponto quente para mutagdes, denominado “hot spot” (68). Porém, estudos
posteriores sugeriram que essa mutacao ocorreu uma Unica vez em um Cromossomo que
carregava essa alteragdo, por meio de um tUnico evento mutacional em um cromossomo
fundador. Neste caso, a alta frequéncia de individuos com essa mutacdo sugere efeito
fundador e ndo “hot spot” (66, 69).

O perfil clinico dos casos com deficiéncia auditiva caracterizada por mutagdes no gene
GJB2 ¢ frequentemente pré-lingual, bilateral, simétrico e de grau severo a profundo, mas
pode variar de acordo com a altera¢do genética e/ou particularidades individuais (70).

A pesquisa dessa mutagdo em 620 recém-nascidos de uma cidade do interior do Estado
de Sado Paulo revelou a presenga de 6 heterozigotos, o que permitiu estimar uma frequéncia
de aproximadamente 1:100 (71). Outro estudo mostrou que a mutacio c.35delG € a mais
frequente entre os portadores de perda auditiva brasileiros, no qual em uma amostra de 36
pacientes com perda auditiva ndo esclarecida, 22% eram portadores dessa mutacdo. Em
estudos posteriores foi possivel determinar a frequéncia da mutacdo c.35delG em uma
amostra brasileira de 227 recém-nascidos bem caracterizada, sendo encontrada em 1:100
em afro-brasileiros, 1:50 em caucasianos e ausente em brasileiros com descendéncia
asiatica (72).

Esta mutagdo € mais frequente que algumas mutacdes investigadas no Teste do Pezinho
como a mutagdo predominante da fibrose cistica, AF508 (cerca de 2,3%), e ainda apresenta
uma frequéncia semelhante a da mutagdo mais comum do gene da B-globina (IVS1 — 110G

->A), que causa talassemia B (73).

3.4.2. SLC26A4

O gene SLC26A4 tem sido apontado como o segundo gene mais envolvido na
surdez sensorioneural ndo-sindromica, apresenta padrdo de heranga autossémico recessivo
(74). Esta localizado no cromossomo 7q31.1, possui 21 éxons, sendo 20 codificantes. Este

gene codifica uma proteina denominada pendrina composta de 780 aminoacidos. A proteina
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pendrina é transportadora de anions como iodeto, formiato, nitrato e bicarbonato, sendo
abundantemente expressa na tiredide, orelha interna e rim (75, 76).

Extensivos estudos revelaram que a perda da secrecdo de bicarbonato na endolinfa,
mediada pela pendrina, leva a acidificacdo do fluido e inibe a atividade de canais sensiveis
a pH, resultando no aumento da concentracao do ion cédlcio no meio. A baixa concentracao
de Ca2+ na endolinfa na orelha interna € necessdria para a audi¢ao normal e equilibrio (77).

Mutagdes presentes no gene SLC26A4, podem estar envolvidas nos casos de surdez
nao-sindromica associada com o aqueduto vestibular alargado (DFNB4), ou nos casos de
Sindrome de Pendred, a forma mais comum de surdez sindromica, podendo estar associada
a malformacdo da orelha interna. A malformacdo da orelha interna nos individuos que
apresentam sindrome de Pendred pode variar do alargamento do aqueduto vestibular a
displasia de Mondini (74, 78, 79).

Mais de 200 alteracdes foram reportadas no gene SLC26A4. Devido a isso, vem sendo
apontado como o segundo maior gene envolvido nos casos de perda auditiva de origem
genética, responsdvel por 4% a 10% dos casos, seja ele na forma sindromica (SP) ou na
forma ndo-sindromica (DFNB4). O padrdo da perda auditiva neurossensorial € bilateral,

pré-lingual ou durante a aquisicao da linguagem falada, com grau severo/profundo (74, 80).

3.4.3. OTOF

-

O gene OTOF codifica a proteina otoferlina, pertencente a familia das Ferlinas. E
expressa no cérebro, no sistema vestibular e nas células ciliadas internas e externas. Sabe-
se que esta proteina estd envolvida no processo auditivo, sendo essencial para o
funcionamento normal da audicdo. Estima-se que esta proteina apresenta papel importante
nas sinapses entre as células ciliadas internas e o nervo auditivo (81, 82).

Estudos foram realizados para detectar a interferéncia na audi¢do, associando
alteracdes no gene ao padrdo autossémico recessivo. Pesquisadores acreditam que a
otoferlina desempenha um papel na liberacdo de sinais quimicos (neurotransmissores), de
acordo com a concentracdo de célcio, a partir de células nervosas envolvidas no mecanismo

da audicao (83, 84).
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O gene se encontra na regido cromossOmica 2p22-p23, apresenta 101.496 pb
arranjados em 48 éxons, sendo os primeiros 19 éxons comuns a todas isoformas, que
podem variar devido aos splicing alternativos que ocorrem, mas a sua maior estrutura
apresenta um RNAm com 7171 pb e uma proteina de 1997 aminoécidos. O l6cus ocupado
inicialmente era DFNB6, porém o gene OTOF recebe atualmente a classificacdo no 16cus
DEFNBO (85).

Mutacdes no gene OTOF sdo responsaveis pelo espectro da neuropatia auditiva, que
€ uma forma tunica de perda que envolve auséncia de audi¢do ou anormalidade grave de
tronco encefélico, onde existe a presenga de emissdes otoacusticas (EOAs). No entanto,
com a idade, as EOAs podem desaparecer, tornando dificil distinguir esta condi¢do como
perda auditiva ndo-sindromica, o que pode levar a uma frequéncia subestimada da
neuropatia auditiva (86).

Até o inicio de 2014, 72 mutacdes foram reportadas neste gene de acordo com o
Human Gene Mutation Database. Em um estudo realizado com individuos espanhéis, a
mutacdo p.0829X apresentou maior frequéncia. Neste mesmo estudo, verificou-se a
frequéncia de 4,4% nos casos recessivos espordadicos ou familial da populacdo espanhola,
sendo considerada a terceira mais frequente mutacdo relacionada com a perda auditiva
nesta populacdo, responsdvel por, aproximadamente, 3% de todos os casos de perda
auditiva pré-lingual com padrdo autossomico recessivo. Com tais parametros, é sugerido

incluir tal alterag@o na triagem laboratorial da perda auditiva prélingual (87).

3.44. MYOI5A

O gene MYOI5A codifica a proteina miosina XVa, é composta por 3.530 pb,
arranjados em 66 éxons, sendo essencial para a formacdo de esteriocilios nas células
ciliadas da céclea. No 6rgdo da Corti a miosina XVa estd localizada exclusivamente nas
pontas dos estereocilios, essa proteina utiliza ATP para se mover ao longo dos filamentos
de actina (88, 89, 90, 91).

De acordo com OMIM, 13 mutacdes ja foram descritas nesse gene. Estudos feitos

no Brasil identificaram duas novas muta¢des com padrdo de heranga recessiva no gene
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MYOI5A em uma grande familia brasileira com surdez pré-lingual, c./0573delA e
€.9957_9960delTGAC (92, 93).

3.4.5. Genes Mitocondriais

Além de mutagdes em genes nucleares, estima-se que em cerca de 1% dos casos de
surdez nao-sindromica ocorra heranca materna, portanto relacionada ao DNA mitocondrial
(mtDNA). Os principais genes mitocondriais relacionados a perda auditiva nao-sindromica
s30 0 MT-RNRI com 953pb, que codifica a subunidade 12S do RNA ribossomico (RNAr) e
0 MT-TS1 com 68 pb, que codifica RNAs transportadores de serina [RNAtSer(UCN)]. Os
dados audioldogicos mostram que nesses casos a surdez € sempre sensorioneural,
normalmente progressiva e bilateral em altas frequéncias, com evidente variabilidade na
gravidade dentro da mesma familia. A muta¢do mitocondrial mais frequente na populacio
brasileira € a A1555G, localizada no gene MTRNRI (94).

A mutacdo A/555G tem sido detectada no gene mitocondrial MTRNRI em pacientes
com deficiéncia auditiva familial e também em casos isolados com deficiéncia induzida
pelo uso de antibidticos aminoglicosideos. Essa mutacdo torna os individuos suscetiveis a
deficiéncia auditiva apds tratamento com aminoglicosideos em concentracdes que

normalmente ndo afetariam a audicao (94).

3.5. Teste de Triagem neonatal

A perda auditiva em criancas € uma alteracio de grande impacto no
desenvolvimento infantil, pois se ndo for detectada e tratada precocemente, pode levar a
atraso no desenvolvimento da linguagem e da fala, e consequentemente a problemas sociais
e emocionais e ao fracasso escolar. Tais problemas podem impactar a qualidade de vida de
individuos e suas familias (95).

A triagem € o processo de se aplicar procedimentos rapidos e simples em um grande

nimero de pessoas, onde o principal objetivo € identificar individuos com maior

probabilidade de apresentar um distdrbio (96). Desde a década de 1960, propostas de
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triagem auditiva tém sido elaboradas, utilizando-se medidas comportamentais. Em 1969, a
audiologista americana Marion Downs sugeriu a formacdo de um comité para delinear
recomendacdes de triagem auditiva em recém-nascidos e lactentes. Formou-se entdo o Joint
Committee of Infant Hearing- JCIH, constituido por representantes da Academia de
Pediatria, Academia de Oftalmologia e Otorrinolaringologia e da Associa¢cdo Americana de
Fala e Audicdo. Recomendou-se, nesta primeira reunido, o uso de testes de observacdo
comportamental para a triagem auditiva e o registro de alto risco para surdez para
identificar os recém-nascidos de risco para perda auditiva severa a profunda. Os cinco
critérios adotados foram: Histéria familial, infecc@o intrattero, anomalias cranio faciais,
baixo peso ao nascer e bilirrubinemia. E em 1982, incluiu-se andxia neonatal e meningite,
sendo recomendada a observacdo comportamental ou medida eletrofisiolégica em RNs que
apresentassem indicadores de risco (21).

No final dos anos 80, David Kemp desenvolveu a tecnologia de captacdo das
emissdes otoacusticas (EOAs), e houve também o surgimento de procedimentos e
equipamentos automdticos para captacdo do PEATE (Potencial Evocado Auditivo de
Tronco Encefélico). E por recomendacdo do Nacional Institute of Health-NIH foram
incluidos no sistema de triagem auditiva para todos os RNs nos primeiros trés meses de
vida. Em 1994 o JCIH endossou o objetivo de detec¢do universal da perda auditiva na
crianca, incentivando pesquisas para aprimoramento dos métodos de identificacdo e
intervencdo da perda auditiva. Evidéncias de que a intervencdo precoce interferia
positivamente no desenvolvimento cognitivo e de linguagem de criangas com perda
auditiva validaram essa recomendacao do JCIH (21, 97, 98).

Estudos comprovaram que criancas com habilidades cognitivas normais
identificadas com perda auditiva antes dos seis meses de idade tiveram melhor desempenho
em tarefas de linguagem do que criancas identificadas apds os seis meses,
independentemente da perda auditiva (99). Em 1999, a Academia Americana de Pediatria
emitiu uma declaracio recomendando a triagem auditiva e a intervencao precoce (100).

Em 2000, o JCIH, referindo-se aos avancos na tecnologia da triagem, apoiou a
triagem auditiva neonatal universal por meio de um programa de deteccdo e intervengao
precoce integrado e interdisciplinar (101). Aplicar a triagem auditiva apenas nas criancas

identificadas como de risco, detectava precocemente apenas 50% das criangas com perda
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auditiva. Antes disso, a idade de identificacdo da perda auditiva era de 30 meses e para
muitas criangas com perda leve ou moderada, o diagndstico da perda ocorria apenas na
idade escolar (102).

Em 2007, o JCIH publicou os parametros e as recomendacdes utilizadas. Os

principios gerais e os indicadores de qualidade propostos por esta entidade foram:

Principios gerais

1. Todas as criancas, com no mdximo um més de vida, devem ter acesso a triagem por meio
de uma medida fisioldgica;

2. Todas as criangas reprovadas na triagem auditiva inicial e no reteste devem passar, até no
maximo trés meses de idade, por avaliacdo fonoaudiolégica e médica, para confirmar a
presenca de perda auditiva;

3. Todas as criangas com perda auditiva permanente confirmada devem, depois do
diagnéstico, se valer dos servigcos de intervengdo precoce, assim que possivel e nunca apds
os seis meses de idade;

4. O Programa de deteccdo e intervengdo precoce deve ser centrado na familia, com os
direitos infantis e da familia e privacidade garantida através de escolha informada, tomada
de decisdo compartilhada, e consentimento dos pais, de acordo com as diretrizes estaduais e
federais. As familias devem ter acesso a informagdes sobre todas as intervencdes e as
op¢oes de tratamento e aconselhamento sobre a perda de audicao;

5. A crianga e a familia devem ter acesso imediato a tecnologia de alta qualidade, incluindo
aparelhos auditivos, implantes cocleares e outros dispositivos de apoio, quando apropriado;

6. Todos os recém-nascidos e criangas devem ser monitorados, no atendimento médico
domiciliar, para verificar se hd perda auditiva. A avalia¢do continua de desenvolvimento da
comunicacdo deve ser conduzida por profissionais qualificados, para todas as criangas, quer
apresentem ou ndo indicadores de risco para perda auditiva;

7. Programas de intervencdo interdisciplinares apropriados para criangas com perda
auditiva e suas familias devem ser prestados por profissionais que estdo bem informados
sobre a perda de audi¢do na infancia. Os programas de intervencdo devem reconhecer e

desenvolver os pontos fortes, as escolhas informadas, tradi¢cdes e crencas culturais das
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familias. O planejamento e implementacdo de sistemas de informacdo, devem servir de

interface com os prontudrios médicos eletronicos.

Indicadores de qualidade

1. Porcentagem de todos os recém-nascidos que completam a triagem até um més de idade:
o valor de referéncia recomendado € mais do que 95%(¢é aceitdvel a correcdo para
prematuros);

2. Porcentagem de todos os recém-nascidos que falham na primeira triagem inicial e nas
subsequentes, antes da avaliagdo audioldgica completa: o referencial recomendado é
inferior a 4%;

3. Quanto as criangas que falham na triagem inicial e em quaisquer subsequentes, a
porcentagem dos que realizam a avaliacdo audiolégica completa, em até trés meses de
idade: o valor de referéncia recomendado é 90%;

4. Para as familias que optarem por amplificacdo, a porcentagem de criangas com perda
auditiva bilateral confirmada e que recebem aparelhos de amplificacdo dentro de um més
apos a confirmacao da perda auditiva: o valor de referéncia recomendado € de 95% (37).

Estima-se que nos Estados Unidos praticamente todas as criancas s@o triadas ao
nascimento. Entretanto, ainda enfrentam o grande desafio de aumentar a adesdo dos
familiares de criancas que falham na triagem auditiva ao Programa de Triagem Auditiva
Neonatal e Interven¢do (103, 104, 105).

O Brasil € o pais da América Latina com um dos maiores € mais antigo programas
de triagem auditiva (106). Desde 1987 sdo desenvolvidos programas de triagem auditiva
neonatal junto a populacdo de alto e baixo risco (107). Em 1998, foi criado GATANU, o
Grupo de Apoio a Triagem Auditiva Neonatal, onde o principal objetivo € conscientizar a
populacdo para os problemas de audi¢do na infancia, e da necessidade para se identificar e
intervir precocemente. Nesse mesmo ano também foi criado o Comité Brasileiro de Perdas
Auditivas na Infancia- CBPAI, que recomendou a triagem auditiva universal, realizada na
ocasido da alta hospitalar, por métodos preferencialmente fisiolégicos - PEATE ou
emissOes otoacusticas ou na falta de recursos financeiros, por métodos comportamentais-

reflexo cocleo- palpebral. Em 2000, foi criada a Forca Tarefa em Pediatria com o objetivo
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de promover e divulgar junto aos pediatras acdes de prevencdo e identificacdo precoce das
perdas auditivas (9, 108).

Em 2004, foi criada pelo Ministério da Saude a Politica Nacional de Atengdo a
Satde Auditiva, por meio da Portaria GM/MS ndmero 2073, com ac¢des que englobavam a
atencdo bdsica (trabalhos de promog¢do da sadde, prevengdo e identificagdo precoce dos
problemas auditivos), média e a alta complexidade (diagnéstico, acompanhamento,
adaptacdo/dispensacdo de préteses auditivas) e terapia fonoaudioldgica para maiores e
menores de trés anos respectivamente. Em outubro do mesmo ano o Ministério da Saude
publicou as portarias 587 e 589, para organizar redes estaduais de servigo de satide auditiva,
para normatizar a Politica Nacional de Atencao a Sadde (109).

A OMS em 2009 apresentou dados que revelaram que a triagem auditiva € realizada
em aproximadamente 10% dos nascimentos em algumas regides do pais, aplicadas por
audiologistas, financiada por pais, governo ou por planos privados de saude. Além disso, o
protocolo mais comumente utilizado na primeira etapa da triagem € o teste de EOAE (10).

O COMUSA (Comité Multiprofissional em saide auditiva) foi criado em 2010 para
elaborar um documento a partir de recomendacdes de profissionais de sociedades
cientificas das areas de fonoaudiologia, audiologia, otorrinolaringologia e pediatria (110).
Esta publicacdo seguiu as diretrizes do JCIH, 2007, com pequenas adaptagdes para a
situacdo socio-sanitdria do Brasil (111).

Em agosto de 2010 foi sancionada a Lei Federal N° 12.303 de 2/08/2010, que tornou
obrigatdria a realizagdo gratuita do exame denominado Emissdes Otoacusticas Evocadas,
em todos os hospitais e maternidades, nas criancas nascidas em suas dependéncias (24).
Pelo decreto 7.612, publicado em 2011, fica instituido o Plano Nacional dos Direitos da
Pessoa com Deficiéncia — Plano Viver sem Limite, com a finalidade de promover, por meio
da integracdo e articulac@o de politicas, programas e agdes, o exercicio pleno e equitativo
dos direitos das pessoas com deficiéncia, nos termos da Convencdo Internacional sobre os
Direitos das Pessoas com Deficiéncia. O Plano Viver sem Limite € executado pela Unido
em colaboracdo com Estados, Distrito Federal, Municipios, € com a sociedade. Sao
consideradas pessoas com deficiéncia aquelas que tém impedimentos de longo prazo de

natureza fisica, mental, intelectual ou sensorial, os quais, em interacdo com diversas

78



barreiras, podem obstruir sua participac¢do plena e efetiva na sociedade em igualdades de
condi¢des com as demais pessoas (112).

Em 2012, por meio da portaria ministerial nimero 793 houve a instituicdo da Rede
de Cuidados a Pessoa com Deficiéncia, no ambito do Sistema Unico de Satde, que revoga
a portaria 2073. Esta nova Portaria instituiu a Rede de Cuidados a Pessoa com Deficiéncia,
por meio da criagdo, ampliacdo e articulacdo de pontos de atencdo a satde para pessoas
com deficiéncia tempordria ou permanente; progressiva, regressiva, ou estdvel; intermitente
ou continua, no &mbito do Sistema Unico de Satde (SUS). So objetivos gerais da Rede de
Cuidados a Pessoa com Deficiéncia:

I - ampliar o acesso e qualificar o atendimento as pessoas com deficiéncia temporaria ou
permanente; progressiva, regressiva, ou estavel; intermitente ou continua no SUS;

IT - promover a vinculacio das pessoas com deficiéncia auditiva, fisica, intelectual, ostomia
e com multiplas defici€ncias e suas familias aos pontos de atencao;

III - garantir a articulagdo e a integracdo dos pontos de atencdo das redes de saide no
territorio, qualificando o cuidado por meio do acolhimento e classifica¢do de risco (113).

Em 2012, foram publicadas as Diretrizes de Atencao da Triagem Auditiva Neonatal,
com objetivo de oferecer orientagdes as equipes multiprofissionais para o cuidado da saude
auditiva na infancia, em especial a Triagem Auditiva Neonatal, nos diferentes pontos de
atengdo da rede. Sua elaboragdo foi uma acfio conjunta da Area Técnica de Sadde da Pessoa
com Deficiéncia / Departamento de Acgdes Programaticas Estratégicas (DAPES) /
Secretaria de Atengdo a Saude (SAS) e a Coordenagdo-Geral de Média e Alta
Complexidade/Departamento de Atencdo Especializada (DAE)/SAS. Contou com a
colaboragio da Area Técnica Satide da Crianca/DAPES/SAS/MS, de técnicos de
Secretarias Estaduais e Municipais de Saude, da Academia Brasileira de Audiologia,
Sociedade Brasileira de Fonoaudiologia, Sociedade Brasileira de Otologia, Sociedade
Brasileira de Pediatria e Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia
Cervicofacial (114).

Em 2013, o Ministério da Satide apresentou metas para Politica Nacional de
Triagem Neonatal integrando a triagem sanguinea (teste do pezinho), a triagem auditiva e
ocular. Propds como agdes estratégicas de implementacdo: Diagndstico nacional sobre a

situac@o da triagem auditiva neonatal (nimero de servicos que realizam a TAN, cobertura
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populacional, rede de referéncia para diagndstico e tratamento); Desenvolvimento de
estratégias de implementacdo e ampliacdo da triagem auditiva articulada as acdes da Rede
Cegonha, Rede de Cuidados a pessoa com deficiéncia e Sadde da Crianca; Instituicdo de

sistema de monitoramento e avaliacdo da implementacdo da triagem auditiva neonatal

(115).

3.6. Diagnéstico das perdas auditivas

Qualquer tipo de alteracdo auditiva, independentemente do grau ou tipo, acarreta
sérias alteracOes no desenvolvimento global da crianga, o que afirma a importancia do
diagndstico da deficiéncia auditiva ser realizado o mais precoce possivel. Nesse sentido, as
Politicas de Saide Publica tém preconizado atencdo diagnéstica e terapéutica especializada
as pessoas com ou sem risco ou suspeita de deficiéncia auditiva, por meio da oferta de

triagem e monitoramento da audicao de neonatos, pré-escolares e escolares (109, 116, 117).

Quando a perda auditiva é severa ou profunda, ¢ mais facil de ser diagnosticada.
Quando se trata de perda parcial (permanente ou transitéria) de grau leve a moderado, o
diagndstico € mais dificil, entretanto os prejuizos acarretados no aprendizado sdo
significativos (19). Frequentemente, tais tipos de perda passam despercebidas por nao
existir um trabalho sistematizado de detec¢do e seguimento de casos, 0 que requer acao
conjunta entre profissionais de satude, professores e pais (118).

Os avangos no campo da genética molecular humana intensificada nos tdltimos anos
pelo Projeto Genoma Humano conduziram a uma rapida identificacdo e caracterizagdo dos
genes e de alteracdes génicas (mutacdes) responsaveis pelas doencas humanas (18).

A biologia molecular tornou-se uma ferramenta fundamental no diagndstico de
doengas monogénicas. Os testes genéticos moleculares podem ser classificados de acordo
com a finalidade de sua utilizacdo: (1) testes com finalidade diagndstica confirmatdria,
utilizados para confirmar ou excluir o diagndstico de uma doenca genética em um
individuo sintomético; (2) testes com finalidade de triagem pré-natal, neonatal ou para
identificacao de portadores assintomaticos de uma doenga autossoOmica recessiva ou ligada

ao cromossomo X, que ndo apresentam risco de desenvolver a doenga, mas podem
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transmiti-la a sua descendéncia; (3) testes preditivos, sejam testes pré-sintomdticos que
identificam individuos sauddveis que mais tarde apresentardo uma doenca hereditdria,
sobretudo doencas autossdmicas dominantes de inicio tardio, ou testes de identificacdao de
susceptibilidade genética a doengas comuns multifatoriais ou complexas ou testes
preditivos de resposta a medicamentos (119).

Testes genéticos para perda auditiva hereditdria geram informacgdes para o paciente
que pode facilitar intervencao terapéutica no menor tempo possivel (120).

Nos ultimos 20 anos, o principal objetivo de pesquisas moleculares relacionadas a
perda auditiva genética € a detec¢do de novos genes envolvidos neste tipo de perda. A
técnica mais utilizada € o sequenciamento de regides suscetiveis a conter genes candidatos
de perda auditiva (19).

O sequenciamento automatico foi muito empregado na descoberta de novos genes e
alteracdes, porém apresentava baixo rendimento, pois o sequenciamento de grandes
fragmentos apresentava custo elevado e demandava muito tempo para seu preparo e
andlise. Diante estas limitacdes, os sequenciadores automaticos comecaram a ser aplicados
para varredura de pequenos genes ou fragmentos. Com isso variagdes das técnicas de PCR
(Polymerase Chain Reaction) foram elaboradas, com o objetivo de detectar as principais
mutagdes, porém, apesar de ser uma técnica com resultados bons ainda se limitava a poucos
dados e muito gasto (19).

Como dito anteriormente, muitos genes € mutagdes estdo relacionados a perda
auditiva de origem genética. Sendo assim, hé a necessidade de um estudo capaz de abranger
um ndmero maior de mutacdes ja descritas em um Unico ensaio, gerando um diagndstico
mais preciso e completo, possibilitando o entendimento dos mecanismos moleculares da
perda auditiva em individuos com etiologia desconhecida.

As novas tecnologias 'high-throughput' (alto rendimento), permitem a realizacao de
varios ensaios simultaneos de uma sé vez, podendo esclarecer a etiologia de vérias perdas
auditivas. Além disso, estas técnicas também possibilitaram o rapido diagndstico de vérias
patologias de origem genética e a genotipagem de individuos, detectando SNPs (do inglés
Single-Nucleotide Polymorphism), mutagdes, delecOes, insercdes, etc. (121).

As principais caracteristicas destas novas tecnologias sdo a utilizacdo de pequenos

volumes de amostras e reagentes nas reacdes, Otima acurdcia e simplicidade (devido a
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automacdo, estacoes de pipetagem que diminuem o tempo necessdrio para o
desenvolvimento da parte experimental e possiveis erros da pipetagem manual), realizacao
simultanea de diversos ensaios e consequentemente menor custo (121).

A triagem auditiva neonatal universal tem sido recomendada como principal
estratégia para diminuir a idade em que o diagndstico da perda auditiva é realizado
(101,122).

O diagnostico precoce de alteracOes auditivas e a intervencao iniciada até os seis
meses de idade garantem a crianca o desenvolvimento da compreensdo e da expressiao da
linguagem, bem como o seu desenvolvimento social, compardvel com criangas normais da
mesma faixa etdria. Adicionalmente, as criancas com deficiéncia auditiva que sdo
adequadamente tratadas antes dessa idade demonstram vantagem significativa no
desenvolvimento das habilidades de comunicacdo, quando comparadas a criangas com

potencial cognitivo semelhante, mas que foram identificadas tardiamente (123).
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4. Material e Métodos

4.1.Casuistica

Fizeram parte deste estudo 1.243 recém-nascidos provenientes do Hospital
Universitario de Jundiai - SP em parceria com a ATEAL — Jundiai - SP no periodo de
Marco a Dezembro de 2013, esses recém-nascidos foram coletados por ordem de
nascimento.

A ATEAL (Associacdo Terapéutica de Estimulacdo Auditiva e Linguagem), é uma
instituicdo sem fins lucrativos, que visa a (re) habilitacdo de portadores de deficiéncia
auditiva na regido de Jundiai —SP. A ATEAL fard o acompanhamento nos recém-nascidos
portadores de mutacdes para a perda auditiva.

Os individuos foram selecionados por ordem de nascimento, e todos tiveram sua
participacdo autorizada, no momento da audiometria (teste da orelhinha). O teste da
orelhinha ou exame de emissdes otoacusticas evocadas consiste na produg¢do de um
estimulo sonoro e na captacdo do seu retorno através de uma delicada sonda introduzida na
orelhinha do bebé auxiliando assim o diagnéstico precoce da perda auditiva.

Na ocasido, realizou-se também um levantamento de dados com os pais que incluiu:
fatores de risco, histérico familial e descendéncia. Os dados dos exames audioldgicos e da
anamnese foram compilados em uma tabela e disponibilizada para consulta pela ATEAL.
Os responsdveis que aceitaram participar desse estudo assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP em 22/05/2012 sob o Parecer CEP N°
396/2006.

Dos 1243 recém-nascidos participantes do estudo, 77 deles foram incluidos no

rastreamento de mutacdes pela técnica de Espectrometria de Massa (Sequenom).

4.2. Métodos

O estudo molecular foi realizado no laboratdrio de Genética Molecular Humana do

Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP.
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A coleta das amostras foi divida em duas etapas, nos 200 primeiros recém-nascidos
foram realizadas trés tipos de coleta: 1- Saliva com Swab, realizada por fonoaudiélogas na
ocasido do teste da orelhinha; 2- Gota de sangue em papel FTA®; 3- Gota de sangue em
microtubo contendo EDTA (Figura 4). As coletas 2 e 3 foram realizadas no momento do
teste do pezinho por enfermeiras previamente treinadas, para aproveitar o procedimento, a
fim de nd3o causar mais incomodo ao recém-nascido. Esses métodos de coleta foram
escolhidas por serem menos invasivos e pela facilidade de serem implementados na rotina.
Os outros 1043 recém-nascidos tiveram amostra coletada apenas em papel FTA. Todos os
1243 recém-nascidos foram rastreados para a c.35delG, desses, em 77 foi feito

espectrometria de massa.
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Figura 4: Fluxograma da distribuicio da coleta de amostras.

‘ Sequenciamento GJB2

4.2.1. Extracao de DNA de Papel

O protocolo de extracdo foi realizado de acordo com técnicas previamente

86



padronizadas no Laboratério de Genética Molecular Humana do CBMEG — UNICAMP.

O sangue periférico foi coletado diretamente sobre papel tipo FTA card. A amostra
entdo foi colocada para secar por uma hora antes do seu processamento.

Utilizando um picotador ou furador estéril, a amostra foi removida do meio da
mancha do papel e colocada dentro de um tubo de amplificagdo com capacidade para no
minimo 500 pL. A cada tubo foi adicionado 200 pL. de NaOH (50mM) e em seguida a
amostra foi agitada em voértex por um a dois segundos em velocidade baixa. Os tubos
ficaram por cinco minutos a temperatura ambiente. A seguir, o reagente foi removido ao
maximo, cuidadosamente. Esta operacdo foi repetida mais uma vez, totalizando duas
lavagens.

Completada esta etapa, foram adicionados 200 pL de TE 1X [10 mM Tris-HCI (pH
8.0), 0.1 mM EDTA]. Cada tubo foi agitado em vortex por um a dois segundos em
velocidade baixa. Os tubos descansaram por cinco minutos em temperatura ambiente. Apos
este tempo, retirou-se o sobrenadante de cada amostra. Repetiu-se esta operacdo por mais
uma vez, totalizando duas lavagens.

Apds a remocgdo total do sobrenadante dos tubos, estes foram mantidos em
temperatura ambiente overnight para secagem total do papel.

Em seguida adicionou-se 300 pL de TE 1X [10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 mM
EDTA] em cada tubo, os tubos foram entdo incubados a 57°C em banho maria por uma

hora, para que o DNA se desprendesse do papel.

4.2.2. Extracao de DNA de Saliva

O protocolo de extragdo foi realizado de acordo com técnicas previamente
padronizadas no Laboratério de Genética Molecular Humana do CBMEG — UNICAMP.

A saliva foi coletada utilizando-se Swab, através de movimentos circulares nos dois
lados da bochecha. Em seguida o Swab foi cortado em um microtubo de 1,5mL contendo
600uL de NaOH 50mM.

Em seguida o tubo foi levado ao vortex em alta rotacdo por 10 segundos, na

sequencia foi incubado a 95°C em banho-maria seco.

87



Ap6s ser retirado do banho-maria, o Swab foi removido do tubo cuidadosamente com
o auxilio de uma pinga, e entdo a amostra foi levada novamente ao vortex para agitacdo por
10 segundos.

Por tltimo a solug@o foi neutralizada com 60 puL de Tris-HCl 1M (ph=8), agitada

novamente no vortex e entdo armazenada em temperatura -20°C.

4.2.3. Extracao de DNA de pequenos volumes

O sangue foi coletado em tubo de 2mL contendo 300 uL. de EDTA 0,5M, onde foi
acrescentado 400 uL de iodeto de sédio 6M, a fim de promover a lise celular. Em seguida a
amostra foi homogeneizada no vortex por 20 segundos, e entdo foi colocado 600 uL de
cloroférmio + 4lcool isoamilico (v/v, 24:1), agitou-se novamente e em seguida a amostra
foi centrifugada a 12.000 rpm por 8 minutos em temperatura ambiente, ocorrendo a
separacao de fases.

A fase de cima foi aspirada com o auxilio de uma pipeta pasteur e transferida para
outro tubo, onde foi acrescentado 400 uL de isopropanol gelado e incubado por 3 minutos a
temperatura ambiente, para precipitar o DNA gendmico. O tubo foi invertido por um
minuto até que fosse formada uma nuvem na fase intermedidria.

A amostra fol novamente centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos em temperatura
ambiente, e seu sobrenadante foi entdo descartado. O sedimento foi lavado com 500 pL de
isoprapanol a 37% em temperatura ambiente tomando-se cuidado para ndo fragmentar o
pellet.

O 1sopropanol 37% foi entdo descartado, e o sedimento permaneceu em temperatura
ambiente overnight para completa secagem. Apds a secagem o DNA foi ressuspendido em
100 L de tampao TE (pH = 8), incubado por 10 minutos a 37°C e entdo armazenado a -
20°C.
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4.3.Triagem da mutacio c.35delG no gene da conexina 26 (GJB2)

A mutacdo c.35delG no gene GJB2 foi rastreada pela técnica de PCR alelo-
especifico (AS-PCR), utilizando ARMS primers (do inglés Amplification Refractory
Mutations System) para a deteccio de mutagdes de ponto (124). Esta técnica foi
desenvolvida no Laboratério de Genética Molecular Humana do CBMEG, a qual se
encontra patenteada (Patente N° P10005340-6; Método de teste para surdez de origem
genética — UNICAMP, 2002).

4.4. Amplificacao do gene GJB2

O éxon codificante do gene GJB2, com 681 pb, foi dividido para amplificagdo pela
técnica de PCR, de acordo com as condi¢des previamente descritas por Kelsell (53)
Denoyelle (58) . As sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos resultantes sio

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados para a amplificacdo do gene GJB2 e tamanho
dos fragmentos.

Par Primer 5° -3’ Tamanho (pb)
1 Cx1F — CTC CCT GTT CTG TCC TAG 284
Cx1R - GAC ACG AAG ATC AGC TGC
2 Cx2F - GCT ACG ATC ACT ACTTCC C 520
Cx2R - GGT TGC CTC ATC CCT C

Para um volume de 50 pL de reacdo, foram utilizados: 1 uL. de DNA gendmico, 5
pL de desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1 uL de cada cada
primer (direto e inverso), 0,3 uLL da enzima Taq DNA polimerase em tampao de PCR 10X
(Tris-HCI 10mM pH 8,8), 1,5 uL de MgCl2, completando com 4gua até o volume final.

As amplificagdes foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 96-Well

Thermal Cycler (Applied Biosystems), sendo realizados 30 ciclos de aquecimento a 94°C
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para a desnaturacio do DNA, seguido da temperatura de 60°C para o anelamento dos
primers, e entdo de 72°C para a extensdo das novas fitas (Figura 5).

Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 1%, apds
coloragao com brometo de etidio.

Os fragmentos do gene foram amplificados para posterior rastreamento de mutagcdes

por sequenciamento.

30 ciclos

95°C 94°C

S min 1 min

12°C. | 72°C

1 min 5 min

1 min

Figura 5: Ciclos utilizados para a amplificacdo do gene GJB2.

4.5.Rastreamento de mutac¢oes no gene GJB2 por sequenciamento

As reagdes de sequenciamento foram realizadas no sequenciador automdtico ABI
PRISM® 3700 DNA Analyzer utilizando-se o BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystem, EUA), de acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante. Para o preparo das reagdes foram utilizados: 1 uL. de DNA, 1 uL do mix
BigDye™, 1 uL. do primer direto ou reverso (5 pmol/uL) e 4gua deionizada para completar

o volume de 10 pL. As condi¢des de amplificacdo estdo especificadas na Figura 6.
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30 ciclos

96°C 96°C
I min 10 se 12°C 172°C

30 seg S min

N
5 seg

Figura 6: Ciclos de amplificag¢do para posterior sequenciamento do gene GJB2.

Apés a amplificagdo, as reacOes de sequenciamento foram purificadas.
Primeiramente foram adicionados 2,5 pL de EDTA 125mM em cada pocinho e
ressuspendeu-se as amostras em 25 pL. de etanol 100% gelado em cada pocinho. A placa
foi selada e incubada a temperatura ambiente por 15 minutos, em seguida a placa foi
centrifugada a 4000rpm, 4°C, por 35 minutos. Apds, a placa foi invertida sobre papel toalha
e deu-se spin até 250rpm. Adicionou-se 30 pL de etanol 70% gelado em cada pocinho, a
placa foi centrifugada a 4000rpm, 4°C, por 10 minutos. Apos, a placa foi invertida sobre
papel toalha e deu-se spin até 250rpm. Por ultimo a placa secou por overnight.

As reacdes foram mantidas a -20 °C até o momento da colocacdo da placa no
aparelho ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer. Antes da colocacdio da placa no
sequenciador, foram adicionados 10 pL de formamida e a placa foi homogeneizada e em

seguida centrifugada rapidamente. A amostra foi desnaturada (5 min a 95 °C) e em seguida

colocada no gelo por 10min.

4.6. Analise das sequéncias obtidas

As sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com as sequéncias normais

dos genes, com 0 auxilio dos programas Chromas Lite®
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(http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html) e CLC Sequence Viewer 6.1 (CLC
bio A/S).

4.7. Genotipagem utilizando a Técnica de Espectrometria de Massa

Nesse estudo foi utilizado o ensaio iPLEX® Gold Genotyping - MALDI-TOF /MS -
MassArray-System (Sequenom, Inc.).

O ensaio iPlex Gold é um método que combina as vantagens da técnica de PCR
Multiplex, com extensdo de uma unica base, com a sensibilidade e precisdo do sistema
MALDI-TOF/MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass
Spectrometry). A tecnologia baseia-se em uma reacdo de extensdo de base unica para
discriminacdo alélica e utiliza terminadores com massa modificada que ndo sdo
fluorescentes. Os produtos amplificados sdo detectados pelo sistema MALDI-TOF que
diferencia cada alelo pela sua massa. Esse método permite a genotipagem de até 40 SNPs
simultaneamente e quantidades de ensaios que podem variar de 96 a 384 amostras,
oferecendo um alto nivel de flexibilidade e baixo custo por genétipo.

O sistema é composto por um robd (MassArray® Liquid Handler Station), utilizado
no preparo das reagdes de PCR; por um dispensador de amostras (MassArray®
Nanodispenser), utilizado na transferéncia dos produtos das reacoes de PCR para
SpectroChips, que sdo avaliados no espectrdmetro de massa; e por um espectrometro de
massa (MassArray® Compact System), utilizado na medida das massas das moléculas
associadas a matriz do SpectroChip (Figura 7). O sistema € acompanhado de um pacote de
softwares que realizam a transferéncia dos dados em tempo real e geram relatérios com as

informacdes de cada SNP para as amostras analisadas (MassArray® Typer 3.4) .
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Manipulador de Dispensador Espectrometro Analisador
Liquidos

Figura 7: Equipamentos utilizados no Sistema MassArray.

Nesse estudo, a técnica de espectrometria de massa foi utilizada para rastreamento

de mutagdes nos principais genes, nucleares e mitocondriais, envolvidos na perda auditiva.

4.7.1. Definicao dos ensaios

A escolha dos genes a serem estudados foi baseada na tabela dos mais importantes
genes envolvidos na perda auditiva, selecionados com base na frequéncia das mutagdes
reportadas (19). Ao todo, 6 genes e 59 mutagdes foram selecionados para este estudo. As

mutacdes, seus respectivos genes e referéncias estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Padrao de heranca, as mutacdes selecionadas para o estudo, e seus respectivos
genes e referéncias.

Heranca Gene Alteracao Mudanga na Referéncia
proteina
¢.283G>A p.VISM Kelley et al., 1998
¢.339T>G p.S113R Kelley et al., 1998
c.279G>A p.M931 Wu et al., 2002
c.286G>A p.-W24X Kelsell et al., 1997
c.439G>A p.EI47K Murgia, et al., 1999
c.617A>G p.N206S Kenna et al., 2001
c.385G>A p.EI129K Kenna et al., 2001
c.109G>A p.V371 Kelley et al., 1998
c.269T>C p.L9OP Murgia, et al., 1999
c.550C>G p.RI1S4W Wilcox et al., 2000
GJB2 c.551G>C p.R184P Denoyelle et al., 1997
c.516G>A p.WIi72X Posukh et al., 2005
c.224G>A p-R750 Uyguner et al., 2002
c.10IT>C p.M34T Feldmann et al., 2003
c.457G>A p. V1531 Marlin et al., 2001
¢.503A>G p.KI68R Samanich et al., 2007
c.35delG GI12Vfs Zelante et al., 1997
c.167delT p.L56Rfs Zelente et al., 1997
c.235delC p.L79Cfs Fuse et al., 1999
c.139G>T p_E47X Denoyelle et al., 1997
Autos. IVSI+1G>A Splicing defect Green et al., 1999
Recessiva 279delT p.Ser93ArgfsX3 Palos et al., 2008
c.412G>T p.VI38F Van Hauwe et al,. 1998
c.425C>T p.P142L Park et al., 2005
c.446G>A p.GI49R Park et al., 2005
c.578C>T p.T1931 Adato et al., 2000
c.1226G>A p.R409H Van Hauwe et al,. 1998
c.1229C>T p.T410M Coyle et al., 1998
SLC26A4 c.1238A>G p.O413R Pryor et al., 2005
c.1334T7>G p.LA45W Van Hauwe et al,. 1998
c.1707+5 G>A plVSI5+5G>A Park et al., 2005
c.1826T>G p.V609G Pryor et al., 2005
¢.2326C>T p.R776C Pryor et al., 2005
c.IVS8+1G-A Splicing defect Chen et al., 2007
c.845G>A p.C282Y Chen et al., 2007
c.10573delA p.Ser3525fs Lezirovitz et al., 2008
¢.9957_9960delTGAC p.Asp3320fs Lezirovitz et al., 2008
MYOI15A ¢.3313G>T p.E1105X Nal et al., 2007
c.3334delG p.Gl112fsX1124 Nal et al., 2007
c.6796G>A p.V2266M Nal et al., 2007
c.2485C>T p.0829X Migliosi et al., 2002
OTOF . Rodriguez-Ballesteros
¢.29052923del19ins11 p.A969fs et al., 2008
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c.1552-1567del16 p.R518fs Romanos et al., 2009
Rodriguez-Ballesteros
¢.3400C>T p-R1134X et al., 2008
c.4960G >A p.G1654S Romanos et al., 2009
c.2348delG p.G783fs Varga et al., 2003
. Rodriguez-Ballesteros
¢.5800-5801insC p-L1934fs et al., 2008
1841G>A p.G614E Romanos et al., 2009
c. 3239G>C p.R1080P Romanos et al., 2009
c.5431A>T p.KI8IIX Romanos et al., 2009
c.5785A>C p.NI1929H Romanos et al., 2009
A c.4491T>A p.Y1497X Yasunaga et al., 1999
utos. OTOF Rodriguez-Ballesteros
R . . . =
ecessiva c.4227_1G>T Splicing defect et al.. 2008
Rodriguez-Ballesteros
c.3413T>C p.L1138P et al., 2008
Rodriguez-Ballesteros
c.1601delC et al.. 2008
Rodriguez-Ballesteros
c.2122C>T p-R708X et al., 2003
MT-TS1 m.7445A>G NA Hyslop et al., 1997
Mitocondrial | MT- m.1555A>G NA FISChel'Gf’;’;l;lan ctal,
RNRI m.1494C>T NA Prezant et al, 1993

Autos. Recessiva — Autossomica Recessiva

As mutacOes no gene GJB2 foram selecionadas com base nos arquivos (1999 a
2013) de mais de 2500 individuos com perda auditiva, encaminhados ao Laboratério de
Genética Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética, Unicamp.

Para os demais genes, as mutagdes foram selecionadas com base na frequéncia em
que eram reportadas na literatura, e apenas foram incluidas mutagdes que tivessem sido
encontradas em duas ou mais familias, sendo, portanto, consideradas eventos mutacionais
independentes. Em relacdo aos genes OTOF, SLC26A4 e MYO15A, todas as mutagdes que

foram identificadas na populagdo brasileira foram incluidas (125, 126, 93).

4.7.2. Desenho dos ensaios

Oligonucleotideos de captura dos SNPs e/ou mutagdes (primers de amplificacdo) e

oligonucleotideos de extensdo de bases unicas foram desenhados a partir das sequéncias
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selecionadas. O desenho dos ensaios foi realizado com o auxilio do software
MassArray ®Assay Design (versdo 4.0, Sequenom Inc., San Diego - USA). Apds inser¢do
do ID (identificador) dos SNPs no programa, sdo geradas as sequéncias de primers
referentes a cada SNP assim como também os grupos de SNPs (multiplex) a serem
avaliados em conjunto. Como se trata de uma plataforma de alta escala, existe a
possibilidade de avaliar até 40 SNPs simultaneamente em uma dnica reacdo para uma dada
amostra.

Neste estudo as 60 mutacdes/SNPs selecionados foram divididas em 6 grupos ou
“wells” pelo software MassArray ®Assay Design, lembrando que se trata de um estudo que
permite andlises multiplex por isso a divisdo em “wells”. O primeiro grupo ficou com 14
ensaios o grupo 2 com 12 ensaios, o terceiro grupo ficou com 12, o quarto ficou com 10, o

quinto com 7 e 0 sexto com 5 ensaios.

4.7.3. Analise qualitativa das amostras

A pureza das amostras de DNA foram determinadas por densidade Optica em
espectrofotometro  NanoDrop® ND-8000 (Thermo Scientific), através da razdo de

absorbancia 260/280nm, sendo valores entre 1.8 e 2.0 referéncias para DNA “puro”.

4.8. Reacoes

Todo o processo da técnica iPLEX® Gold Genotyping pode ser analisada na Figura
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Figura 8: Etapas da técnica de espectrometria de massa iPLEX® Gold Genotyping.

4.8.1. iPLEX® Gold Genotyping

A técnica iPLEX Mass Array baseia-se na extensao do primer e oferece dois niveis
de especificidade. Primeiramente uma reacdo de PCR locus especifica € realizada, seguido
por uma reacdo locus especifica de extensdo do primer em que um oligonucleotideo
iniciador anela imediatamente upstream ao sitio polimoérfico a ser genotipado. No ensaio de
iPLEX, o primer e o DNA alvo amplificado sdo incubados com terminadores
dideoxinucleotideos de massa modificada. A extensdo do primer € feita de acordo com a
sequéncia do sitio variante, por uma Unica base complementar de massa modificada.

Através da utilizacdo da técnica de MALDI-TOF de espectrometria de massa, a massa da

97



extensdo do primer € determinada. A massa do primer indica a sequéncia e, por
conseguinte, os alelos presentes no sitio polimérfico de interesse. O software fornecido pela
Sequenom® traduz automaticamente a massa dos primers observados para um gendtipo em

cada reacgao (127).

4.8.2. PCR Captura: Amplificacio de fragmentos contendo os
SNPs/Mutacoes

Uma vez definidos os conjuntos de SNPs ou mutacOes a serem analisados, os
primers de captura foram empregados na amplificacdo de produtos de aproximadamente
100pb, englobando a regido que apresenta o sitio polimorfico. Nesta etapa os fragmentos
contendo os SNPs sdo capturados seguindo protocolo descrito pela Sequenom (iPLEX Gold
Application Guide).

Para um volume final de SuL de reacdo foram utilizados: 10 ng de DNA gendmico,
500 uM de desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 100 nM de primer
(direto e reverso), 2 mM de MgCl2 e 1 U HotStar Tag DNA polimerase e tampao iPlex
completando com dgua até o volume final. As amplificacdes foram realizadas em aparelho
termociclador Veriti® 386-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). As condi¢des da

PCR estao resumidas na Figura 9.

45 ciclos
95°C  95°C :
2min 30seg 720C § 72°C
: lmmESmm
56°C
30seg

Figura 9: Ciclos de amplificacdo do PCR captura do método iPLEX Gold — Sequenom.
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4.8.3. Tratamento com SAP.

Apo6s a reagdo de PCR, os produtos de amplificacdo passaram por um tratamento
para neutralizacdo dos dNTPs ndo incorporados, utilizando a enzima shrimp alkaline
phosphatase (SAP). A SAP corta os fosfatos dos dNTPs nao incorporados durante a reagao
de amplificacao, tornando-os invidveis para futuras reagoes.

Para um volume final de 2 pL da reacdo SAP, foram utilizados: 1,53uL de agua,
0,17ulL de tampao SAP (10x), 0,30uL de enzima SAP (1,7 U/uL). Adicionou-se a cada
amostra 2uL. da reacdo de SAP, a placa foi incubada a 37°C durante 40 minutos e a 85° C

por 5 minutos para acdo da enzima.

4.8.4. PCR de extensao — iPLEX Gold

Apbs os produtos de amplificacdo terem sido tratados, foi adicionados 2pL. do mix
de extensdo (iPLEX Gold reaction). Durante a reacdo, o primer se anela imediatamente
upstream ao sitio polimorfico a ser genotipado. Na reacdo iPLEX Gold Extend os
nucleotideos utilizados apresentam massas modificadas (dideoxinucleotideos-iPLEX
Terminator Mix), levando a extensdo de apenas uma base (SEB - single extended base
process). A Reacdo iPLEX Gold gera produtos estendidos alelo-especificos de massas
diferentes, dependendo do nucleotideo que foi adicionado, ou seja, dependendo da forma
alélica presente naquela amostra.

Mix de Extensdo: para um volume final de 2 pL foram utilizados: 0,619 pL de 4gua,
0,2 uL de tampao (iPLEX Buffer Plus 10x), 0,2 uL de iPLEX Terminator Mix, 0,94 uL de
mix dos primers de extensdo e 0,041 uL de enzima (iPLEX enzyme). As amplificacdes
foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 386-Well Thermal Cycler (Applied

Biosystems). As condi¢des da PCR estdo resumidas na Figura 10.
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Figura 10: Ciclos de amplificagdo do PCR extensao do método iPLEX Gold - Sequenom.

4.8.5. Purificacdo dos produtos de PCR e Reacao de

espectrometria de massa

Antes da reacdo de espectrometria de massa, os produtos das reacdes de iPLEX
foram submetidos a uma purificacdo com uma resina (Clean Resin) que removeu o excesso
de fons, que poderiam interferir na leitura do laser. Foram adicionados 6mg de resina a cada
poco da placa de 384 e a seguir foram acrescentados 16uL. de dgua para completar um
volume final de 25uL. em cada amostra.

Ap6s homogeneizagdo e centrifugacio as reacOes foram transferidas das placas de
384 para um SpectroCHIP, com o auxilio do MassArray Nanodispenser (Sequenom Inc.,
San Diego — USA). O SpectroCHIP foi analisado a partir do MassArray Analyzer Compact
(Sequenom Inc., San Diego — USA), através da técnica de MALDI-TOF MS (Matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry).

O processo MALDI-TOF ¢é iniciado por uma desorcdo a laser da mistura analito-
matrix (128), sendo o analito o produto de amplificacdo gerado e selecionado durante a
reacdo iPLEX. Os subsequentes processos fisicos resultam na predominante formacdo de
ions carregados positivamente ou de fons carregados negativamente. Esses fons sdo
extraidos com um campo elétrico e separados em funcio de suas massas moleculares e de
suas cargas. As massas dos compostos de acidos nucléicos s@o calculadas através do

“tempo de voo” (TOF), que reflete o tempo que o composto laser-ionizado e acelerado
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requer para ser levado através do tubo de voo (1-2m de comprimento) do analisador TOF e
alcancar o detector do instrumento. No detector, os compostos ionizados geram um sinal
elétrico que fica gravado por um sistema de dados e € finalmente convertido em um
espectro de massa (128).

O software MassArray TyperAnalyzer 3.4 acumula as informacdes geradas durante
o processo descrito acima e fornece relatérios que descrevem todos os resultados das
andlises de cada uma das amostras avaliadas: genétipos e frequéncias s@o as principais
informacodes resultantes deste sistema. Os componentes bdsicos de um espectrometro de
massa consistem de uma fonte de ionizacdo (laser UV), um analisador e um detector. O
tempo total de processamento de uma placa contendo 384 amostras pode ser de 2 a 3 dias.

O processo pode ser interrompido nas etapas pos-PCR, p6s-SAP ou pés-Extend.

4.9. Confirmacao por Sequeciamento das mutacoes detectadas pelo
Sequenom®.

4.9.1. Amplificacao do éxon 66 do gene da MYOI15A

O gene MYOI5A possui 66 éxons, foi amplificado apenas o éxon 66, onde se
encontra a mutacdo c./0573delA detectada pelo Sequenom®. A regido foi amplificada
segundo as condicdes ja descritas no item 4.4. As temperaturas utilizadas para o ciclo da

PCR estdo descritas na Figura 11.
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30 ciclos

96°C 96°C
Imin 1 mi 729 | 72°C
330 min 10 min

63°C
1:30 min

Figura 11: Ciclos de amplificacdo para posterior sequenciamento do éxon 66 gene
MYOI5A.

As sequencias dos primers e o tamanho dos fragmentos resultantes é mostrado na

Tabela 3.

Tabela 3: Sequéncias dos primers utilizados para a amplificagao do éxon 66 gene MYO15A
e tamanho do fragmento.

Primer 5° -3’ Tamanho (pb)
Cx1F - GAC TTC CCA TAT GAT TCC TGC 394
Cx1R - CCA GAG AGG ACA AAATCA CAC

4.9.2. Amplificacdo do éxon 15 do gene OTOF.

O gene OTOF possui 48 éxons, foi amplificado somente o éxon 15, onde se
encontra a mutagao c.1552-1567dell6 detectada pelo Sequenom®. A regido foi amplificada
segundo as condicdes ja descritas no item 4.4. As temperaturas utilizadas para o ciclo da

PCR estdo descritas na Figura 12.

102



30 ciclos

96°C 96°C
Imin 10 se 2% TR

30 seg 5 min

57°C
5 seg

Figura 12: Ciclos de amplifica¢@o para sequenciamento do éxon 15 do gene OTOF.

As sequéncias dos primers e o tamanho do fragmento resultante sdao mostrados na

Tabela 4.

Tabela 4: Sequéncias dos primers utilizados para a amplificacdo do éxon 15 gene OTOF e
tamanho dos fragmentos.

Primer 5° -3’ Tamanho (pb)
Cx1F - TGC CAC GCC CTC ACC TGT 303
Cx1R - TGA AGA GAG GGC ATCTCA CA

4.9.3. Sequenciamento do éxon X da MYO15A e do éxon Y do
gene OTOF.

O sequenciamento para os dois casos foram realizados de acordo com a descricdo ja

descrita anteriormente nos itens 4.5 € 4.6.

4.10. Estudo In Silico

4.10.1. Polyphen-2
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A ferramenta Polyphen-2 (Fenotipagem de Polimorfismo) (129) € uma ferramenta
baseada na homologia de estruturas utilizadas para a previsdo do impacto funcional e
estrutural de substituicdes de residuos de aminoédcidos nas proteinas. As previsoes feitas por
Polyphen-2 sao realizadas por meio de trés fontes de dados: as sequéncias obtidas na base
de dados SwissProt (http://expasy.org/sprot/), alinhamento de sequéncias multiplas usando
o software BLAST e informacdes estruturais (130).

O primeiro passo do Polyphen-2 € o alinhamento multiplo de sequéncias homdlogas
utilizando a ferramenta BLAST. Em seguida, o resultado do alinhamento multiplo é usado
pelo software de PSIC (Contagens independente da posicao especifica) para calcular uma
matriz de "configuragdes de perfil". Polyphen-2 calcula o valor absoluto da diferenca entre
os valores de "perfis" dos residuos de aminodcidos na posicdo variante de interesse. Valores
elevados desta diferenca pode indicar que a mutacido estudada raramente é observada na
familia de proteinas (131).

Utilizando a informacao descrita na base de dados Swall e SwissProt, a posicdo do
residuo de aminodcido variante é mapeado na estrutura de proteina correspondente a
sequéncia primdria, com o objetivo de avaliar se a substituicdo de aminodcidos pode afetar
o nucleo hidréfobo da proteina, interagdo com agentes de ligacdo ou outras caracteristicas
importantes da proteina (130). Mutacdes que apresentam um valor inferior a 0,5 sdo
considerados mutagdes tolerdveis e as que apresentam um valor superior a 0,5 sao
considerados altamente prejudicial. A precisdo da previsdo do programa € de 80% (130),

com a propor¢do de "falso negativo" e "falso positivo", 31% e 9%, respectivamente (132).

4.10.2. SIFT

A ferramenta computacional “SIFT” (Sorting intolerante a partir tolerante), é
responsdvel por determinar o efeito funcional causada por substitui¢des de residuos de
aminodcidos de protefnas. O algoritmo usado é baseado na premissa de que a evolucdo de
proteina estd correlacionada com a sua fun¢do. Por isso, o alinhamento de uma familia de
proteinas deve mostrar a conservagao de residuos de aminoécidos localizados em posi¢des-

chave para a fun¢do da proteina (133).
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Através do site da ferramenta (134), se analisou as muta¢des de residuos de
aminodcidos que foram avaliadas pelo algoritmo de predi¢do. Inicialmente a sequéncia da
proteina € analisada pela ferramenta PSI-BLAST (Possition-Specific Iterated BLAST), para
obter as sequéncias de proteinas similares. Em seguida, o algoritmo usa as sequéncias
resultantes desta pesquisa com valores obtidos acima do limite de 90%, para criar, assim,
uma matriz de valores de "posicdes especificas" (matriz de pontuagdo posicdo especifica,
PSSM). A matriz prevé regides conservadas de valores altos e baixos para regides pouco
conservadas dentro do conjunto de sequéncias estudadas.

Usando a matriz de valores gerada, o algoritmo calcula a probabilidade para todas as
substituicdes possiveis de residuos de aminodcido em cada posicdo de alinhamento. As
substituicdes que apresentam um valor menor que 0,05 sdo consideradas prejudiciais,
enquanto que aqueles com valores superiores a 0,05 ndo sdo considerados como
prejudiciais (133,132). A acurécia preditiva do método SIFT é de 78% (133), onde os

valores de "falso-negativos" e "" falso-positivos "sdo 31% e 20%, respectivamente (132).

4.10.3. Aling GVGD

A ferramenta Aling GVGD (135), calcula a variacdo de Grantham (GV), que mede
o grau de alteracdes bioquimicas entre os aminodcidos encontrados na posi¢do dada pelo
alinhamento de sequéncias multiplas, e o Desvio Grantham (GD), que analisa a “distancia
bioquimica ‘do aminoacido alterado a partir do aminoacido observado numa posi¢ao
particular (dada por GV)”.

O método combina os pontos de GV-GD para prever a atividade de cada mutacio
ndo sindnima (136,137). Atualmente existe uma nova classificagdo indo da mais deletéria
"C65" para o menos prejudicial "C0", em escala que pode ser observada na Figura 13 (136).
A ferramenta Aling GVGD tem uma percentagem de especificidade e sensibilidade de 88,3

e 90,6%, respectivamente (137).
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Figura 13: Relacdo das classes indo da C65 mais deletéria at¢é CO menos
deletéria.
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5. Resultados

5.1. Resultados comparativos dos diferentes tipos de coletas e amostras de
DNA.

Em 200 recém-nascidos foram coletadas trés tipos de amostra, sendo elas: Saliva,
Sangue em papel FTA e Sangue em EDTA.

5.1.1. Amostra de Saliva

A média da concentracdo foi de 11,5 ng/uL. e o volume final da amostra foi de
aproximadamente 660 puL. Para uma Otima pureza, os valores da razdo A260/280 devem
estar entre 1,8 e 2,0. Apds a leitura e o cdlculo da média dos valores, notou-se que nesse

tipo de amostra a média da pureza foi de 1,7.
5.1.2. Amostras em papel FTA.
A concentracdo variou entre 35 a 90 ng/ uL em volume final de 300 uL. As

amostras apresentaram valor médio de pureza de 1,8. Nesse método, quando € necessério

repetir a reagdo, nova extracdo de DNA deve ser realizada.
5.1.3. Amostra de sangue em EDTA.
Também nesse tipo de coleta, apds extracdo, a concentracdo e a pureza de todas as

amostras de DNA foram determinadas. Nesse método a concentracio média de DNA foi de

40 ng/uL em um volume final de 100uL. A pureza observada foi de 1,8.
Os resultados comparativos sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Anélises dos diferentes tipos de coleta.

Saliva Sangue em papel | Sangue em EDTA
Volume obtido 660 uL. 300 uL 100 uLL
Média das concentracoes 11,5 60 40
do DNA (ng/uL)
Pureza do DNA 1,7 1,8 1,8
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5.2. Resultado do rastreamento da mutacio c.35delG utilizando 3 diferentes
tipos de amostra de DNA

Para analisar o comportamento das amostras de DNA obtidas de diferentes tipos de
amostra frente a técnica de AS-PCR c.35delG, amostras de saliva, sangue em EDTA e
sangue em papel de 200 recém-nascidos foram testados. Os resultados podem ser

observados na Tabela 6.

Tabela 6: Resultado do rastreamento por AS-PCR da mutagdo c.35delG utilizando 3
diferentes tipos de amostra de DNA em 200 pacientes.

Resultados Saliva EDTA Papel
Normais 170 187 197
Heterozigotos 2 2 2
Falharam 28 11 1
Total de amostras 200 200 200
analisadas

5.3. Rastreamento da mutacio c.35delG no gene GJB2 por AS-PCR .

Para determinacdo da frequéncia da mutagado c.35del/G em recém-nascidos, além das
200 primeiras amostras também foram analisadas as outras 1.043 amostras de sangue em
papel. Para este estudo utilizou-se a técnica de AS-PCR (PCR- Alelo Especifico) que
permite distinguir pacientes heterozigotos, homozigotos mutantes e homozigotos normais,

de acordo com os padrdes de bandas obtidos, conforme pode ser observado na Figura 14.
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Figura 14: Gel de agarose mostrando os fragmentos gerados pela técnica de PCR alelo-
especifico para a andlise da mutacao c.35delG. L= Marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen); N= Controle homozigoto normal (N/N); HO= Controle
homozigoto mutante (35delG/35delG); HE= Controle heterozigoto mutante (35delG/N).

Dessa forma, foram identificados 11 individuos heterozigotos para a mutacdo
c.35delG e em 1.232 essa mutagdo ndo foi detectada. Os resultados positivos detectados por

esta técnica foram subsequentemente confirmados por sequenciamento de Sanger.

5.4. Sequenciamento do gene GJB2

A regido codificante do gene GJB2 (éxon 2) foi sequenciada em todas as 11
amostras positivas para a mutacdo c¢.35delG. A técnica de sequenciamento direto confirmou
os resultados obtidos no AS-PCR (Figura 15) e ainda permitiu a identificacdo da alteragcao

G>A na posicdo 79 do gene em um desses pacientes heterozigotos c.35delG.
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Figura 15: Eletroferograma mostrando em destaque a presenca da mutacdo c.35delG em
heterozigose.

A substituicdo da base G pela base A na posi¢do 79 (c.79G>A) leva a troca do
aminodcido valina por isoleucina no cédon 27 (p.V27I), situado no primeiro dominio
transmembranico da conexina 26. Essa variacdo foi previamente descrita por Kelley e

colaboradores em 1998 (68), e € considerada polimorfismo. A Figura 16 mostra o

eletroferograma do recém-nascido heterozigoto para essa alteracao.

l

Figura 16: Eletroferograma mostrando em destaque a alteracdo G>A na posi¢cdo 79 em
heterozigose.
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Os resultados obtidos para a c¢.35delG foram concordantes em ambas as técnicas
utilizadas, como mostrado na Tabela 7. E a mutag¢do p.V271 rastreada por sequenciamento

direto.

Tabela 7: Comparacdo resultados dos 11 individuos portadores da c¢.35delG em
heterozigose entre as técnicas de AS-PCR e Sequenciamento.

Niimero de individuos AS-PCR35delg Sequenciamento
10 Heterozigoto c.35delG/N
1 Heterozigoto ¢.35delG/p. V271

Os resultados demonstraram que a frequéncia de individuos heterozigotos para a

mutagdo ¢.35delG no grupo analisado foi de 1:113. E frequéncia alélica de 0,0044%.

5.5. Espectrometria de Massa Sequenom®.

Para avaliar o comportamento da técnica de espectrometria de massa frente aos
diferentes tipos de amostra (papel, saliva e sangue), amostras de recém-nascidos incluidos
na casuistica, amostras normais para a mutacdo c.35delG, e controles heterozigotos para
mutacoes presentes no estudo foram testados. Esses controles foram selecionados do banco
de dados do Laboratorio de Genética Humana do CBMEG/UNICAMP. Observou-se que a
genotipagem utilizando o espectrometro de massa Sequenom® foi eficiente para todos os
tipos de amostras (papel, saliva e sangue), pois em todos os tipos de amostra foi possivel se
analisar os resultados. Na Figura 17 estdo representados os resultados comparativos da

genotipagem da mutagdo p.PI142L (c.425C>T).
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Figura 17: Gréficos mostrando a detec¢do de alelos pela espectrometria de massa. A
Figura “A” representa um paciente controle heterozigoto para a mutacao p.P142L, onde os
alelos C e T estdo representados por picos na regido colorida pontilhada, indicados pela
seta. As figuras "B, C e D” sdo amostras de sangue, papel e saliva, respectivamente, e
representam graficos de pacientes normais para esta mutagdo, onde apenas o alelo C
(normal) € detectado.

5.5.1. Analise das Amostras selecionadas para o Sequenom®

Apés os testes com os controles e os trés tipos de amostra, realizou-se a
genotipagem de 77 amostras incluidas no presente estudo. Desses, 11 apresentaram
¢.35delG em heterozigose pelo AS-PCR e sequenciamento € 24 eram normais. Foram
incluidos ainda, 42 individuos que clinicamente apresentavam algum indicador de risco
para perda auditiva, como falha pelo menos uma vez no teste da orelhinha e histérico

familial, o fluxograma pode ser analisado na Figura 18.

114



77 Amostras
\
[ \
11 RNs Heterozigotos 66 RNs normais para
c.35delG c.35delG
\
( \
42 RNscom 24 RNssem
Fator de Risco Fator de Risco

Figura 18: Fluxograma das amostras utilizadas na técnica de Espectrometria de Massa.

Simultaneamente, amostras controles positivos para 18 mutacdes ja identificadas
foram utilizadas para confirmacdo da eficicia dessa técnica na deteccdo de tais mutacdes.
As mutagdes testadas e os resultados obtidos pelo Sequenom® podem ser observados na

Tabela 8.

Tabela 8: Mutacgdes utilizadas como controles positivos.

GENE Muta(;ﬁo. detectadz} por Sequenom®
Sequenciamento direto
SLC26A4 p.Ser93argfxX3 p.Ser93argfxX3
SLC26A4 p.P142L p.P142L
SLC26A4 IVS8+1G>A IVS8+1G>A
SLC26A4 p.R409H p.R409H
GJB2 M34T M34T
GJB2 p.R184W p.RI1IS4W
GJB2 p.VESM p.VE8SM
GJB2 p. V371 N3ao detectada
MT-RNRI Al555G Al555G
SLC26A4 p.T410M p. T410M
SLC26A4 pIVSI5+5G>A pIVSI5+5G>A
GJB2 p.W24X p.W24X
GJB2 GI12Vf2 GI12Vf2
SLC26A4 p.T1931 p.T1931
GJB2 p.L56Rfs p.L56Rfs
GJB2 p.E47X p.E47X
GJB2 p.VI531 p. V1531
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Os resultados obtidos pela técnica de espectrometria de massa Sequenom® foram
concordantes em 94,1% (16/17) das amostras controles. Nessa técnica apenas a rea¢do para

a mutacao p.V37I ndo foi detectada.

5.5.1.1.Mutacoes Rastreadas pelo Sequenom®

Alteracao c.35delG (Gene GJB2)

Identificada em heterozigose nos 11 recém-nascidos previamente rastreados por AS-
PCR e seu sequenciamento. A Figura 19 compara o resultado de um paciente mutante em

heterozigose e um paciente normal para c¢.35delG.

Uil 39 L 52 25 4 b
5496,748; 0,077 c_35delG

: Heterozigoto

U T T 1 ¥ T 1 U 1
5250 5300 5350 5400 5450 5500 5550 5600 5650
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L1 =T |
c_35delG

Normal .

| ) | | | | ] | | |
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5250 5300 5350 5400 5450 5500 5550 5600 5650
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Figura 19: Grafico mostrando a detec¢do de alelos pela espectrometria de massa da
mutagdo c.35delG, os alelos estdo representados por picos na regido colorida pontilhada,
indicados pela seta e mostram a base G e a delecdo.
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Alteracao c.10573delA (Gene MYO15A)

O Sequenom® identificou a mutacdo c¢./0573delA em heterozigose em um
individuo com indicador de risco (falha no teste da orelhinha). A Figura 20 compara o

resultado de um paciente mutante em heterozigose e um paciente normal para c.10573delA.

[~ BT e |
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Figura 20: Grafico mostrando a detec¢do de alelos pela espectrometria de massa da
mutacdo c.10573delA, os alelos estdo representados por picos na regido colorida pontilhada,
indicados pela seta e mostram a base A e a delecao.
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Alteracao c.1552-1567dell6 (Gene OTOF)

O Sequenom identificou a mutagdo c.1552-1567dell6 em heterozigose em dois
paciente. A Figura 21 compara o resultado de um paciente mutante em heterozigose € um

paciente normal para c.1552-1567del16.
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Figura 21: Grafico mostrando a detec¢do de alelos pela espectrometria de massa da
mutacdo c.1552-1567dell6, os alelos estdo representados por picos na regido colorida

pontilhada, indicados pela seta e mostram a base A e a delecdo.

118



Os resultados obtidos pela técnica de espectrometria de Massa iPLEXGold

Sequenom® sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9: Pacientes rastreados pelo Sequenom®.

Sequenciamento do M IEIENE
n° de Paciente AS-PCR c.35delG encontradas pelo
gene GJB2
Sequenom®
11 Heterozigoto ¢.35delG/N ¢.35delG/GJB2
c.1552-1567del16
2 Normal N/N JOTOF
c.10573delA
1 Normal N/N MYOISA

Entre as 59 mutacgdes estudadas, 4 falharam em todas as amostras testadas (Tabela

10).

Tabela 10: Relacdo de mutacdes que falharam no experimento.

Well Mutacao Gene
1 p.L445W SLC26A4
2 p.KI168R GJB2
4 p.R108OP OTOF
6 p.L1138P OTOF
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5.6. Confirmacdo das alteracoes encontradas no Sequenom por

Sequenciamento

Alteracao c.10573delA (Gene MYO15A)

A presenca da mutacio c.10573delA no gene MYO15A detectada por Espectrometria
de Massa em um recém-nascido ndo foi confirmada pela técnica de sequenciamento direto.
No entanto, a mutagdo c¢./0573 A> G em heterozigose foi identificada na mesma regido do
gene MYOI15A (Figura 22). A troca da base A para G leva a alteracdo do aminoacido Serina

para uma Glicina (138). Trata-se de uma mutacdo ainda ndo descrita.

Figura 22: Eletroferograma mostrando em destaque a alteracdo A>G em heterozigose.

Alteracao c.1552-1567dell6 (Gene OTOF)

A presenga da mutagdo c¢.1552-1567dell6 no gene OTOF detectada por
EM/Sequenom, em dois recém-nascidos ndo foi confirmada em nenhum deles pela técnica

de sequenciamento direto de Sanger, levando a um falso positivo. (Figura 23).

E A A A G G T
N N -~
A ANA / \
/ \ { { \
[\ \ [ \
/ \V \/ \ \
- A
PavA

Figura 23: Eletroferograma do sequenciamento da alteracdo c.1552-1567dell6, onde a seta
indica a base correta.
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5.7. Estudo In Silico da mutacio c.10573A >G

No presente estudo foram utilizadas trés ferramentas para andlise In Silico
(Polyphen, Sift, Aling) da mutacdo c./0573A>G, e todas mostraram que essa mutagdo
apresenta efeito deletério. Os resultados obtidos pelos programas podem ser observados nas

Figuras 24, 25 e 26.

PolyPhen-2 report for QQUKN7 $3525G

Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description

QOUKNT 3525 3 G Canonical. RecName. Full=Myosin-XV: AltName: Full=Unconventional myosin-15; Length: 3530
Results

+| Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
v

HumDiv
This mutation is predicted to be PROBABLY DAMAGING with a score of 0.999 (sensitivity: 0.14: specificity: 0.99)
0loo 0120 0la0 0160 0180 1200
HumVar
Details

UCSC MultizZ46Way GRCh37/hg19 (08-0ct-2009)

Multiple sequence alignment
3D Visualization

PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (78304 Structures)

Figura 24: Resultados da andlise in Silico pela ferramenta Polyphen-2, onde a predicdo
para a mutagdo c.10573A >G mostrou ter 0,99 de especificidade, em uma escala que vai de

0,00 a 1,00.
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Figura 25: Resultados da anélise in Silico pela ferramenta SIFT, que também identificou a
mutacdo c./0573A >G como deletéria. Apresentando um score de 0 (zero), lembrando que
na escala considerada pela ferramenta SIFT, mutagdes que apresentam um score com valor
menor que 0,05 sdo prejudiciais ao organismo.

The following classifiers, ordered from most likely to interfere with function to least likely, were used:
GD>=65+Tan(10)x({GV"~2.5) =» Class C&5 <=> most likely

GD==55+Tan(10)x(GV"2.0) == Class C55
GD==45+Tan(15)x(GV"1.7) == Class C45
GD=>=35+Tan(50)x(GV"~1.1) == Class C35
GD=>=25+Tan(55)x({GV"~0.95) == Class C25
GD==15+Tan(75)x(GV"0.6) == Class C15

Else (GD<15+Tan(75)x(GV"~0.6)) == Class CO <== less likely

Substitution || GV GD Prediction
Class
535256 0.00 || 55.27
C55

Figura 26: Resultados da andlise in Silico pela ferramenta Aling, que também identificou a
mutacio ¢./0573A >G como deletéria. Os valores encontrados pela ferramenta foram GV=
0,00 e GD=55,27, o que demostra que essa alteragdo estd na classe C55. Os valores de
referéncia utilizados pelo Aling vao da C65, sendo a mais prejudicial, até CO, menos

prejudicial.

122



DISCUSSAO

123



124



6. Discussao

As restricdes e problemas que a surdez congénita traz a seus portadores sdo
diversas e atingem vdarios aspectos do desenvolvimento global da crianga. Estudos mostram
que criancas identificadas com perda auditiva até os seis meses de idade tiveram um melhor
desempenho na reabilitacdo do que criangas identificadas apds esse periodo. O diagndstico
precoce permite uma rapida intervengdo, que pode incluir estimulagdo auditiva, indica¢ao
do aparelho de Amplificacdo Sonora Individual (AASI) o mais precocemente possivel e até
mesmo implante coclear ainda no periodo critico de maturagdo e plasticidade funcional do
sistema nervoso central, com progndstico mais favordvel em relacdo ao desenvolvimento da
crianga.

No Brasil existem leis que tornam obrigatério a realizacdo do exame de emissdes
otoacusticas (teste da orelhinha) em recém-nascidos de todo o territério nacional. Os bebés
que falham neste teste sdo encaminhados para o exame de PEATE (BERA). Infelizmente,
testes genéticos relacionados a surdez ainda ndo sdo disponibilizados pelo SUS, e dessa
forma a maioria da nossa populacdo nio tem acesso a esses exames especificos que
geralmente apresentam um alto custo. Em decorréncia disso, muitos casos permanecem
com a causa da surdez ndo identificada, ndo recebendo, portanto, o atendimento e
acompanhamento adequado.

O presente estudo foi realizado com recém-nascidos com o objetivo de se
estabelecer um protocolo de coleta de amostra para andlise genética e propor o
desenvolvimento de um painel diagndstico com as principais mutagdes relacionadas com a
perda auditiva, com o intuito de se ter um rdpido diagnéstico e evidenciar a importancia da
realizacdo de testes genéticos logo ao nascimento, diminuindo o tempo entre diagndstico,
intervencdo e reabilitacdo adequada.

Inicialmente neste estudo foram analisadas trés tipos de coleta para identificar o
melhor método quanto a facilidade de obtencdo da amostra, qualidade e concentra¢do do
DNA extraido. Nessa andlise foi possivel demonstrar que o melhor método de coleta foi
sangue em papel FTA®, por ser de ficil armazenamento, apresentar um protocolo de

extracdo de DNA facilmente executdvel, e ainda produzir amostra com boa concentracio e
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pureza. Além disso, esse método causa menos desconforto para o recém- nascido ja que a
coleta é realizada simultaneamente ao teste do pezinho.

Por outro lado, a coleta de saliva € realizada no momento do teste da orelhinha com
o bebe dormindo, o que ocorre apds a amamentagdo. A baixa concentracdo de DNA dessa
amostra pode ser explicada devido ao acimulo de leite na boca do recém-nascido.
Protocolos para extracdo de DNA de saliva salientam que a boca deve receber uma assepsia
antes de ter a amostra coletada.

As coletas de saliva e sangue em EDTA podem ser recomendadas em casos
especiais, casos em que, por exemplo, ndo seja possivel a coleta em papel FTA, apesar de
apresentarem valores inferiores de concentracdo de DNA. A coleta de saliva e sangue em
EDTA também apresentaram resultados satisfatorios.

A forma mais comum de surdez neurossensorial congénita € decorrente de
alteracOes no gene que codifica a proteina Cx26 (139, 140). Mutagdes nesse gene estao
envolvidas em 80% dos casos com heranca autossOmica recessiva, e ainda, sdo
responsaveis por cerca de metade de todos os casos de perda auditiva de origem genética
(58,19). A mutacdo mais frequente € a c.35delG, que corresponde a 70% das alteragdes
encontradas nesse gene, em varias populacoes (59). A mutacdo c.35delG apresenta padrao
de herancga autossOmica recessiva. Portanto, para causar surdez é necessario estar presente
em homozigose.

Para rastreamento e determinacdo da frequéncia da mutacao c.35delG no gene GJB2
na casuistica do presente estudo, primeiramente utilizou-se a técnica de AS-PCR, a qual
identificou 11 RNs heterozigotos para essa mutacdo. Para confirmacgao desse resultado,
realizou-se o sequenciamento do gene GJB2, onde se encontra a mutacdo c.35delG. A
técnica confirmou o resultado previamente rastreado por AS-PCR, apresentando uma
frequéncia de 0,88% de individuos afetados. Os primeiros estudos no Brasil mostraram que
a frequéncia de individuos heterozigotos em uma amostra de recém-nascidos foi de 0,97%
(71). Em outro estudo, a prevaléncia dessa mutagdo foi estimada em cerda de 0,94%, em 84
individuos em um total de amostras de 8.974 (141). Portanto, os resultados obtidos nesse
estudo se aproximam dos dados previamente encontrados na literatura. Ja para a frequéncia

alélica para heterozigotos da c¢.35delG foi determinada em 0,0044%, podendo ser
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comparada com a taxa encontrada no primeiro estudo realizado no Brasil, que apresentou
uma frequéncia de 0,0048% (71).

Em um dos individuos portadores da mutacdo c.35delG em heterozigose, o
sequenciamento do gene GJB2 permitiu a identificacdo da alteragdo G para A na posi¢do
79 (c.79G>A). Esta alteracdo leva a substitui¢io do aminodcido valina por isoleucina no
cédon 27 (p.V27I), situado no primeiro dominio transmembréanico da conexina 26. A
variacdo da base G para A na posicao 79 (c.79G>A) do gene GJB?2 foi previamente descrita
por Kelley ef al. em 1998 (68), e € considerada polimorfismo sem efeito no fenétipo do
individuo. Dentre os individuos com a mutacio c.35delG em heterozigose nenhum falhou
no teste de EOA, indicando que essas criancas ndo apresentam perda auditiva ao
nascimento. A mutacdo c.35delG do gene GJB2 tanto em homozigose quanto em
heterozigose € a principal causa de perda auditiva recessiva nao-sindrOmica na maioria das
populacdes(142, 143, 144). De acordo com a literatura, as andlises do gene GJB2 (16cus
DFNB1) em pacientes com perda auditiva, demonstram heterozigose em aproximadamente
10 a 42% dos casos, a despeito de que a maioria das mutagdes sdo recessivas (59), dados
que, portanto, ressaltam a importancia da investigacdo dos casos heterozigotos para o 16cus
DFNBI.

Os individuos portadores em heterozigose da mutacdo c.35delG rastreados nesse
estudo receberdo aconselhamento genético e terdo acompanhamento clinico pelos
profissionais da ATEAL, que realizardo novos testes ao longo da vida do paciente para
acompanhar possiveis perdas auditivas progressivas.

Com a grande heterogeneidade de genes relacionados a perda auditiva, a busca por
ferramentas e tecnologias que consiga fazer o rastreamento dessas principais mutagdes na
nossa populacdo vem se intensificando.

Para a determinacdo do painel genético para diagndstico, utilizou-se a técnica de
Espectrometria de Massa iPlexGold Genotyping, que incluiu o rastreamento das 60
mutacdes mais frequentemente encontradas em nossa populacdo. Essa técnica permite a
andlise de até 40 SNPs/MutacOes simultaneamente, o que implica em um diagnostico mais
rédpido e com menor custo.

Para o estudo utilizando a técnica de espectrometria de massa, primeiramente

realizou-se testes para se comparar o comportamento dos diferentes tipos de amostra frente
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a esta tecnologia, amostras de sangue em papel, em EDTA e em papel FTA, foram testadas
e todas mostraram resultados satisfatorios, demonstrando assim a sensibilidade e
versatilidade da técnica frente a diferentes métodos de extracdo ou amostra. Em seguida
foram selecionados 77 recém-nascidos e paralelamente foram utilizados controles positivos
do banco de dados do Laboratério de Genética Humana do CBMEG/UNICAMP para 17
mutagdes previamente detectadas pelas técnicas convencionais de PCR e sequenciamento
com o objetivo de avaliar a sensibilidade e especificidade da técnica. Os resultados da
técnica Sequenom® foi concordante para 16 dos 17 controles, dando um falso negativo
para a mutagdo V37I. Provavelmente isso ocorreu devido a baixa qualidade da amostra.
Esse resultado indica a importincia da padronizacdao dos ensaios e a necessidade que a
técnica impde de se utilizar amostras de boa integridade, pureza e concentragdo, para que se
possa garantir a confiabilidade dos resultados.

Entre os 77 recém-nascidos rastreados pela técnica de Sequenom, a mutacdo
¢.35delG/GJB?2 foi detectada nos 11 individuos que ja haviam sido analisados pela técnica
de AS-PCR e Sequenciamento. Além disso, identificou duas outras mutacgdes, a c.1552-
1567dell16/OTOF em dois individuos e a mutacdo c.10573delA/MYO15A em um individuo,
ambas em heterozigose. Para validacdo desses resultados foi utilizado a técnica de
sequenciamento.

A presenca da mutacdo c./552-1567dell6 no gene OTOF ndo foi confirmada,
indicando que se tratava de um falso positivo provavelmente devido a anelamentos
inespecificos ja que se trata de reacOes multiplex.

No caso da mutagdo c¢./0573delA no gene da MYOIS5A, esperava-se que O
sequenciamento indicasse a auséncia da base A e portanto detectasse a base seguinte que
seria a base G, ja que a técnica de Espectrometria de Massa (Sequenom®) consegue
detectar a proxima base subsequente a regido de ligacdo do primer. A alteragdo
c.10573A>G se trata do SNP rs182332665, uma variante rara no gene da MYOI5A, que
causa a troca da base A por uma G, levando a uma mudanca do aminodcido Serina para
Glicina (138). Seu efeito no fendtipo ainda € desconhecido, mas andlises in Silico
(Polyphen, Sift e Aling) realizadas nesse estudo demonstraram que essa alteracdo pode ser
deletéria e poderia estar envolvida com perda auditiva hereditaria. Trata-se de uma mutagdo

ainda ndo descrita na literatura.
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No presente estudo, o recém-nascido portador da mutagdo c¢./0573A>G falhou no
primeiro teste de emissdes otoacusticas, € passou no segundo. Até o momento ndo é
possivel afirmar quais sdo os danos causados por esta mutacdo. Contudo, esse achado
destaca a necessidade da investigacdo de outras mutacdes no gene MYOI5A que associadas
a mutacdo c./0573A>G possam justificar o fenétipo.

Entre as 59 mutagdes estudadas pela técnica de espectrometria de massa, 4 delas
falharam ( p.L445W gene SLC26A4; p.K168R gene GJB2; p.R1080p e p.L1138P gene
OTOF). Essas falhas podem ter ocorrido por interagdo de primers, ja que se trata de uma
técnica multiplex.

Apesar da técnica de Espectrometria de Massa (Sequenom®) ainda estar em fase de
desenvolvimento e padronizacdo, os resultados obtidos neste estudo demonstraram que se
trata de um método eficaz na detec¢do de alteracOes genéticas em larga escala, tendo
grande potencial para o diagndstico molecular da perda auditiva. Com a grande
heterogeneidade de genes relacionados a perda auditiva, a busca por ferramentas e
tecnologias que consiga fazer o screening dessas principais mutagdes na nossa populagcao
vem se intensificando. A utilizagdo de plataformas high-throughput € uma das principais
solucdes para as triagens simultaneas, pois conseguem em um tempo muito inferior, quando
comparada as técnicas moleculares convencionais utilizadas, fazer a varredura de um
nimero superior de alteragdes, podendo variar de uma alteragdo até centenas de alteragoes.
No caso de recém-nascidos, como ja foi citado anteriormente, o diagnéstico realizado até os
6 meses de idade tem grande relevancia para que a crianga receba o devido
encaminhamento, tanto para tratamento adequado e reabilitacio quanto para implante
coclear e aconselhamento genético.

Dessa forma, o diagndstico genético com um amplo nimero de mutagdes pode
contribuir consideravelmente para o prognéstico desses pacientes. Além disso, a
identificacdo precoce de mutacdes especificas através do diagndstico molecular diminui a
necessidade de outros testes clinicos, facilita as previsdes quanto a progressdo da perda
auditiva e de outras alteragdes, no caso da surdez sindromica.

Os resultados encontrados no estudo provam a importancia da implementag¢do do
rastreamento da mutacdo c.35delG do gene GJB2 em todos os recém-nascidos, ja que foi

detectada em individuos que nao falharam no teste da orelhinha e por se tratar de uma
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mutacdo muito frequente na nossa popula¢do. O estudo também mostra a importancia da
implementacdo do chip com as mutagdes mais frequentes na nossa populacdo em todos os
RNs que falharem no teste da orelhinha, para que possa obter um diagndstico mais
completo em um periodo menor, para que esse paciente seja encaminhado para a
reabilitagao mais correta.

Espera-se que os resultados obtidos com este trabalho possam auxiliar no
desenvolvimento de um novo programa de triagem auditiva neonatal, conciliando testes
fisiolégicos com testes genéticos com a intencdo de tornar o diagndstico etioldgico mais
rapido e eficiente, levando a uma diminuicdo dos casos de perda auditiva com causas

idiopéticas.

130



CONCLUSOES
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7. Conclusoes

1. O melhor método de coleta € o de sangue em FTA® por ser pouco invasivo,
permitir a coleta simultaneamente ao teste do pezinho, e por obter uma amostra de DNA

adequada.

2. Neste estudo a prevaléncia de heterozigotos para a mutacdo c.35delG no gene
GBJ2 foi de 0,88%. A pesquisa molecular teve importante contribui¢do por detectar casos
positivos para essa mutagdo o que possibilitard o aconselhamento genético adequado e

acompanhamento periddico das criancas.

3. A técnica de espectrometria de massa Sequenom® € uma ferramenta
promissora para o diagndstico molecular da perda auditiva, pois permite a andlise de
diversas mutacdes em varios pacientes de uma s vez, o que implica em um diagndstico

mais rdpido a um custo mais baixo.

4. O estudo ainda demonstrou que o desenvolvimento de um painel diagndstico
para rastreamento principalmente da mutagdo c¢.35delG/GJB2, em recém-nascidos
juntamente com o a triagem auditiva neonatal, pode permitir a otimizacao do diagnéstico
etiol6gico, reducdo dos custos e rdpida intervencdo nos RNs que apresentarem perda

auditiva.

5. A associagdo das avaliacdes fonoaudioldgicas e genéticas permite o
diagndstico etioldgico de perdas auditivas que a primeira vista sdo semelhantes, mas que
ndo obedecem a mesma estrutura genética. Os estudos moleculares devem ser abrangentes,

evitando diagnésticos precipitados que prejudiquem o aconselhamento genético.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Diagnéstico de surdez de origem genética: Desenvolvimento de painel diagnéstico
para rastreamento

em recém-nascidos

Nome do paciente:

Justificativa e objetivos do estudo:

Devido a grande heterogeneidade na genética da surdez ainda existe muita
dificuldade na aplicagdo clinica dos avancos tecnoldgicos na descoberta dos genes desta
patologia. Considerando que, em paises desenvolvidos mais da metade dos casos de surdez
tém origem genética, o estabelecimento de estratégias diagnodsticas ja a0 nascimento tem
uma grande implica¢do nas politicas publicas nessa area de conhecimento.

O principal objetivo do estudo € a selecdo de mutagdes para diagndstico simultaneo
baseado no espectro de mutagdes mais comuns observadas em nosso meio. Pretende-se
desenvolver um chip de DNA para teste em recém-nascidos. Nesses individuos, em alguns
casos serd possivel a deteccdo de alteragdes genéticas e, portanto, confirmacdo do
diagndstico etioldgico com consequéncias diretas no aconselhamento genético e
progndstico.

Procedimentos a que serao submetidos os pacientes: Rastreamento de alteragdes
no gene da conexina 26 (GJB2) e gene mitocondrial MTRNRI. Os exames complementares
serdo realizados, caso necessdrio, isto €, em resultados positivos para andlise de alteracdes
no gene da conexina. Os exames serdo indicados por um otorrinolaringologista, consistindo
das investigacOes descritas a seguir: Avaliacdo comportamental da audi¢cao: Audiometria;
Emissoes Otoacusticas Evocadas: Transientes e Produto de Distor¢do; Potenciais Evocados
Auditivos de Tronco Encefdlico (PEATE); Tomografia computadorizada e/ou ressonancia
magnética;

Risco e desconforto: As amostras de sangue periférico serdo obtidas por puncio
venosa, ou pung¢ao na polpa digital, ou coleta de sangue na ocasido do teste do pezinho, que
sdo procedimentos médicos comuns, com riscos muito baixos. O risco da coleta de sangue
pode incluir hiperemia local transitéria, hematoma, celulite ou flebite. O desconforto sera
minimo, pois a coleta serd realizada por profissional treinado ou pelo responsdvel pelo
projeto, devidamente habilitados para este procedimento. Medidas de protecdo: assepsia e
antissepsia do local para a coleta de amostra de sangue e utilizacdo de materiais
descartdveis. A avaliacdo de potenciais evocados auditivos de tronco encefdlico, tomografia
computadorizada e ressonincia magnética ndo apresentam risco ao paciente, exceto as
criangas que necessitarem de sedacdo para realizacdo do exame. Contudo, a sedagdo € de
baixo risco e realizada na presenca de médico radiologista e otorrinolaringologista e de
equipamento de seguranca necessarios.
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Beneficios esperados: O esclarecimento da perda auditiva nao é tarefa facil, em
especial em nosso meio. Esse projeto objetiva ndo s6 pesquisar alteragdes moleculares no
gene da conexina 26 (GJB2) e gene mitocondrial MTRNRI em recém-nascidos, mas
também desenvolver um chip de DNA para o diagndstico molecular para realizacdo do
exame em larga escala. Existe também a necessidade de se associar os testes genéticos, aos
jé existentes programas de prevengdo e diagndstico precoce da perda auditiva, a fim de se
conhecer a magnitude deste problema e dar um passo de alerta a populagdo, aos
profissionais da saide e as autoridades locais. Isto gera beneficios a populacdo surda e a
seus familiares, pois a precocidade do diagndstico e reabilitacdo gera grandes reducdes no
orcamento publico.

Garantia de resposta as perguntas: Serd garantido aos pacientes e responsaveis,
respostas a quaisquer perguntas que possam aparecer em qualquer momento da pesquisa, e
esclarecimento de qualquer ddvida acerca dos assuntos relacionados com esta pesquisa. E
importante ressaltar que os exames poderdo nao ser realizados em casos de amostras
coletadas em condicdes insuficientes para andlise.

Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si: O paciente ou
responsavel deve estar ciente que a participacdo neste projeto de pesquisa € voluntéria e que
pode recusar ou retirar seu consentimento, a qualquer momento (incluindo a amostra de
sangue), sem comprometer os cuidados médicos que o paciente recebe atualmente ou
receberd no futuro.

Garantia de privacidade: Serd mantido o sigilo e o cardter confidencial das
informacdes, e a identificacdo dos pacientes ndo serd exposta nas conclusdes ou
publicacdes. Vinculos de parentescos poderdo ser observados, mas tais resultados ndo serdo
transmitidos aos interessados a menos que sejam requisitados.

Armazenamento de Materiais Bioldgicos: O material biolégico serd descartado
apo6s o término do estudo.

Compromisso com informacdes atualizadas do estudo: Durante todo o decorrer
da pesquisa serd mantido o compromisso de se proporcionar informagdes atualizadas
referentes aos resultados dos procedimentos realizados. Os pacientes que apresentarem
exame genético alterados serdo convocados para orientacao genética.

Despesas da pesquisa: Todas as despesas da pesquisa serdo financiadas com
recursos de projetos FAPESP e/ou CNPq.

Contato: Se tiver alguma considera¢@o ou divida sobre a pesquisa, o paciente ou
responsavel pode entrar em contato com os pesquisadores responsdveis pelo fone (19)
3521-1091, ou no Laboratério de Genética Molecular Humana do Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), situado na Avenida Candido Rondon, 400,
Caixa Postal 6010, Cidade Universitaria Zeferino Vaz, Campinas/SP.

Aprovaciao do Comité de Etica em Pesquisa: Se tiver alguma consideragao ou
davida sobre a ética da pesquisa, o paciente ou responsavel pode entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas, da UNICAMP,
situado na Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126, Caixa Postal 6111, CEP 13083-887,
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Cidade Universitaria Zeferino Vaz, Campinas/SP, fone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187,
e-mail cep@unicamp.br.

Declaro que recebi cépia do presente Termo de Consentimento.

Data: /]

Nome do Paciente ou Responsével

Assinatura do Paciente ou Responsavel
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