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RESUMO 

 

A perda auditiva é a deficiência sensorial mais frequente em humanos, atingindo 

aproximadamente 10% de toda a população mundial. A restrição da comunicação pela 

expressão oral resulta em alterações no desenvolvimento cognitivo e psicológico do indivíduo 

afetado. Em países desenvolvidos, um a cada 500 indivíduos apresenta perda auditiva 

neurossensorial bilateral profunda/severa. Já nos casos de indivíduos com até 5 anos, a 

porcentagem é maior, atingindo 0,27% de 1000 indivíduos, número que se torna maior ainda 

nos casos em jovens, chegando a 0,35%. Dentre as causas da perda auditiva, mais de 60% 

dos casos de perda auditiva congênita são genéticos. Até o momento já se tem 

conhecimento de 150 loci e 103 genes envolvidos com a perda auditiva, sendo que a maioria 

deles apresenta, no mínimo, 20 alterações (mutações de ponto, deleções, inserções, etc.) 

que podem causar a perda. O gene que apresenta maior número de alterações é o GJB2, 

codificador da conexina 26, uma proteína relacionada a trocas iônicas intercelulares, 

mantendo a homeostase de potássio do sistema auditivo, essencial para a audição. Apenas 

este gene apresenta mais de 302 alterações confirmadas até o presente momento, sendo o 

principal gene relacionado aos casos de perda auditiva de origem genética.  

Tendo em vista a grande heterogeneidade clínica e genética da perda auditiva e a 

importância do diagnóstico molecular correto dos indivíduos que apresentam  perda auditiva 

hereditária, o presente trabalho propôs padronizar um layout para diagnóstico através de 

genotipagens utilizando uma tecnologia 'high-throughput' baseada em PCR (Polymerase 

Chain Reaction) em tempo real denominada TaqMan® OpenArray™ Genotyping. Com esta, 

foi desenvolvido um layout das placas de genotipagem de OpenArray™, sendo possível 

analisar 32 alterações de 96 indivíduos simultâneamente por placa. 

Ao todo, foram analisados 376 indivíduos, sendo 94 deles controles ouvintes, 

totalizando 4 placas em duplicata. Todas as 31 alterações analisadas estavam presentes nos 

genes nucleares GJB2, GJB6, CRYL1, TMC1, SLC26A4, miR-96, OTOF e nos genes 

mitocondriais 12S rRNA e MT-TR1. As reações foram  validadas posteriormente por técnicas 

previamente estabelecidas (sequenciamento direto, PCR Multiplex e RFLP-PCR) nos testes 

utilizados para o diagnótisco molecular da perda auditiva do Laboratório de Genética Huma- 
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na do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da Universidade 

Estadual de Campinas (UNICAMP). Ao total, foram realizados 11.656 reações de 

genotipagem. Apenas 353 reações falharam, representando, aproximadamente, 3,03% das 

reações. Dentre as reações que falharam, estavam as amostras de nove indivíduos que não 

obedeciam os requisitos mínimos de concentração, pureza e integridade do DNA para a 

realização dos experimentos. Com isso, calculou-se o rendimento médio das placas de 

genotipagem utilizando as placas de OpenArray™, que apresentou acurácia de, 

aproximadamente, 96,97%. Tais resultados comprovam a ótima acurácia, o baixo custo e a 

fácil reprodutibilidade da técnica, tornando este layout customizado para a plataforma  

TaqMan® OpenArray™ Genotyping uma ferramenta ótima e confiável a ser empregada nos 

teste de diagnóstico molecular da perda auditiva no nosso país. 
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ABSTRACT 

 

Hearing loss is the most common sensory deficit in humans, affecting approximately 

10% of the entire world population. The restriction of communication by the oral expression 

results in changes in cognitive and psychological development of the affected individual. In 

developed countries, one in every 500 individuals has severe/profound bilateral sensorineural 

hearing loss. In cases of individuals with up to 5 years, the percentage is higher, reaching 

0.27% of 1000 individuals, that number becomes even greater in cases where young people, 

reaching 0.35%. Among all the causes of hearing loss, more than 60% of congenital hearing 

loss are genetics. So far already aware of 150 loci and 103 genes involved in hearing loss, 

and most of them have at least 20 changes (point mutations, deletions, insertions, etc.) which 

may cause the loss. The gene that has the higher number of changes is the GJB2, encoding 

connexin 26, a protein related to ion exchange intercellular maintaining homeostasis 

potassium auditory system, essential for hearing. Only this gene has over 302 changes 

confirmed so far, being the main gene related to cases of hearing loss with genetic origin. 

Due to the great clinical and genetic heterogeneity of hearing loss and the importance 

of correct molecular diagnosis of individuals with hereditary hearing loss, this work proposes 

standardize a layout to the diagnosis by a genotyping technology using a high-throughput 

technique based on real-time PCR called TaqMan® OpenArray™ Genotyping. With this, we 

customized a layout to the OpenArray™ genotyping plates, being possible to analyze 32 

changes of 96 individuals per plate simultaneously. 

Were analyzed 376 individuals, being 94 of them controls listeners, totaling 4 plates in 

duplicate. All 31 changes analyzed were present in the nuclear genes GJB2, GJB6, CRYL1, 

TMC1, SLC26A4, miR-96, OTOF and in the mitochondrial genes 12S rRNA and MT-TR1. 

Reactions were subsequently validated by previously established techniques (direct 

sequencing, multiplex PCR and RFLP-PCR), tests used for the molecular diagnostic of the 

hearing loss at Human Genetics Laboratory of the Center for Molecular Biology and Genetic 

Engineering (CBMEG), located at State University Campinas (UNICAMP). In total, 11.656 

reactions of genotyping were performed using this platform. Only 353 reactions failed, 

representing approximately 3.03% of the reactions. Among the reactions that failed, were  
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samples of nine individuals who did not meet the minimum concentration, purity and integrity 

of the DNA for the experiments. With this, was calculated the average income of the 

OpenArray™ genotyping plates, which showed an accuracy of approximately 96.97%. These 

results and the comparative analysis of the costs among OpenArray™ platform and the others 

molecular techniques demonstrated the great accuracy, low cost and easy reproducibility of 

the technique, making this layout customized for the platform TaqMan® OpenArray™ 

Genotyping a good and reliable tool to be used in the molecular diagnostic of hearing loss in 

our country. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. O sistema auditivo 

 

1.1.1. A anatomia da orelha 

 

A audição é um dos sentidos mais complexos dos seres vivos. Ele é responsável 

pela captação das diversas ondas sonoras presentes no ambiente e codificação destas em 

impulsos nervosos. A estrutura responsável pela audição é a orelha humana (Figura 1). Esta 

é o órgão vestíbulococlear altamente sensível às ondas sonoras, capaz de mecanotransduzir 

o som em um espectro amplo de frequências (20 a 20.000 Hz). O seu desenvolvimento 

começa no 22º dia de gestação e obtém sua diferenciação morfológica aproximadamente no 

sexto mês da gestação. Anatomicamente, constitui-se de três diferentes partes, a Orelha 

Externa, a Média e a Interna. Além disso, é importante para comunicação e o equilíbrio do 

corpo (Petit C, 1996; Moussalle et al., 1997). 

 

Figura 1. Esquema geral da orelha e suas subdivisões (Modificado de: Starkey, 2009). 
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A orelha externa é composta pelo pavilhão auricular e pelo meato auditivo (canal 

auditivo externo). Estas são estruturas com diâmetros de aproximadamente 7mm e 25mm de 

comprimento, respectivamente, que são responsáveis pela captação das ondas no ambiente, 

amplificação e condução até a orelha média, além de servir como proteção para a orelha 

média e interna. A orelha média é composta pela cavidade timpânica e por três ossículos: o 

martelo, a bigorna e o estribo. O som, que entra pelo canal auditivo externo, gera uma 

vibração da membrana timpânica para dentro e para fora da orelha média (fases de 

compressão e de rarefação). Os ossículos que se encontram posicionados na orelha média 

coletam as vibrações e as transmitem para a orelha interna, através da janela oval. A 

estrutura mais interna da orelha é composta pelo labirinto anterior (cóclea), responsável pela 

codificação do som e pelo labirinto posterior (vestíbulo e canais semicirculares), responsável 

pelo equilíbrio (Figura 2) (Medeiros EB, 2002; Mousalle et al., 1997). 

 

Figura 2. Esquematização da orelha interna. Destaque para o labiritinto anterior, responsável pela audição e 

labirinto posterior, associado ao equilíbrio. (Modificado de: Kierszenbaum AL, 2004). 

 

A cóclea (Figura 3) é o órgão relacionado a audição. Tem estrutura cônica de 9 mm 

de diâmetro e parede extremamente delgada, estando disposta em espiral, em torno do osso 

de nome modíolo, em torno do qual dá duas voltas e meia. Sua base é mais alargada e 

possui duas janelas, a oval e a redonda. Este órgão é composto por um sistema de três 

tubos enrolados e sobrepostos, sendo eles: a rampa vestibular, a rampa média e a rampa 

timpânica. 
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Figura 3. Ilustração da cóclea. Visualização frontal e em secção transversal. Destaque para o esquema 

detalhado do órgão de Corti e micrografia dos estereocílios das células ciliadas (Modificado de: “The inner ear”, 

capítulo “The Auditory System” do livro “Neuroscience”, editado por Purves e colaboradores (2001) e disponível 

no NCBI Bookshelf – http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=neurosci&part=894). 

 

Entre a rampa vestibular e média, há uma membrana denominada de Reissner ou 

Vestibular (Figura 4). Entre a rampa timpânica e a média, encontramos a membrana basilar, 

uma membrana fibrosa composta de 20.000 a 30.000 fibras basilares que se projetam do 

centro ósseo da cóclea (modíolo) em direção a parede externa. Estas fibras estão fixas por 

suas extremidades basais na estrutura óssea central da cóclea, mas livre nas extremidades 

distais, exceto por estas extremidades distais estarem incluídas na frouxa membrana basilar. 

Toda esta estrutura confere a capacidade de vibrar. Pelo fato da orelha interna estar dentro 
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de uma cavidade óssea do osso temporal, chamada labirinto ósseo, podem chegar à cóclea 

todas as vibrações da caixa craniana (Bogar et al., 2008; Guyton & Hall, 1996). 

 

Figura 4. Esquematização do interior da cóclea. Destaque para as 3 rampas do interior da cóclea (rampa 

vestibular, rampa média e rampa timpânica) (Modificado de: Kierszenbaum AL, 2004). 

 

O órgão de Corti é a estrutura mecanotransdutora responsável pela 

mecanotransdução da energia mecânica para a energia elétrica e localiza-se ao longo e 

sobre a membrana basilar. É formado por cinco tipos básicos de células, sendo elas: as 

Células Ciliadas Internas (CCI), as Células Ciliadas Externas (CCE) e as Células de 

Sustentação, onde encontramos as Células de Deiters, Células de Hensen e Células de 

Claudius. Além desses tipos celulares, o órgão espiral também possui as aferências 

neuronais do tipo I e II (Zorzetto NL, 2006). 

A membrana tectória, posicionada  acima das células ciliadas, está em íntimo contato 

com os estereocílios das CCI e CCE, sendo responsável pela deflexão e hiperflexão dessas 

estruturas durante a vibração da membrana basilar (Guyton & Hall, 1996). 

O VIII par craniano, conhecido como Vestíbulo-Coclear, é o responsável pela 

captação dos impulsos nervosos provenientes da orelha interna e a transmissão destes até a 
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região do cérebro responsável pela audição. Este par de nervos também transmite as 

informações provenientes do labirinto (Landau & Barner, 2009). 

 

1.1.2. O som 

 

As ondas sonoras, responsáveis pelo som, são ondas longitudinais de compressão e 

se propagam exclusivamente através de um meio físico. Estas ondas passam pelo ambiente 

causando a vibração e colisão das partículas, que é captada pela orelha externa, sendo 

posteriormente transmitida para a orelha média e interna, onde desencadeia o processo da 

audição (Medeiros EB, 2002). 

 

1.1.3. Fisiologia 

 

O processo da audição consiste na transformação das ondas sonoras em impulsos 

nervosos. O som entra pela orelha externa, através do conduto auditivo externo, que tem 

função de tubo coletor para canalizar as ondas acústicas até a membrana timpânica. Na 

orelha média, as ondas sonoras fazem com que a membrana timpânica vibre, movimentando 

o martelo e a bigorna e transmitindo ao estribo um movimento como de pistão (Alberts et al., 

1989). 

De acordo com Casanova (1997), na orelha interna, os movimentos da janela oval 

são transmitidos para a rampa timpânica e em seguida para a membrana de Reissner, sendo 

então traduzidos em movimentos da endolinfa, consequentemente, da membrana tectória 

sobre as células sensoriais do órgão espiral. Estas últimas são responsáveis pela criação do 

impulso nervoso, que será encaminhado ao cérebro pelo VIII par de nervos (Figura 5).   



8 

 

 

 

Figura 5. Representação da fisiologia do sistema auditivo em humanos (Modificado  de: Neurelec 

<http://www.neurelec.com.br/implantes/sobre-audicao.html>). 

 

1.2. A Perda Auditiva  

 

O termo surdez refere-se à perda completa da audição em uma ou nas duas orelhas. 

Já a terminologia perda auditiva indica a perda total ou parcial da audição (OMS, 2009). 

A perda auditiva é o déficit sensorial mais frequente em humanos, restringindo a 

expressão oral do deficiente, além de causar alterações no desenvolvimento cognitivo e 

psicológico. A perda auditiva pode interferir na vida social e econômica dos indivíduos 

afetados, das famílias e comunidades. Em crianças, dependendo do tipo da perda e do grau, 

pode haver o retardamento no desenvolvimento cognitivo e linguístico, atrapalhando no 

desempenho da aprendizagem. Em adultos, a perda  auditiva pode criar barreiras para a 

obtenção e manutenção de um emprego. Além destes fatores, pessoas com deficiência 

auditiva geralmente vivem em um grupo com pessoas também deficientes auditivas, 

isolando-se socialmente dos demais, que por sua vez também isolam os deficientes, seja por 

preconceito ou por não ter conhecimento da linguagem apropriada para a comunicação, 

como a Língua Brasileira de Sinais (LIBRAS) (OMS, 2009). 

Ainda de acordo com dados da OMS, em 2009, pelo menos 278 milhões de pessoas 

do mundo inteiro apresentavam perda auditiva bilateral moderada ou severa, o 

correspondente a 4,2% da população mundial. Neste mesmo levantamento, 364 milhões de 

pessoas apresentavam perda auditiva de forma mais leve (5,5% da população mundial) e 

80% dos casos ocorriam em países de média e baixa renda. 
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Nos países desenvolvidos, uma a cada 500 crianças nasce portadora de surdez 

neurossensorial bilateral (nas duas orelhas) sendo esta profunda ou severa (período pré-

lingual). Antes dos 5 anos de idade, este número sobe para 2,7 a cada 1000 crianças e 

durante a adolescência atinge 3,5 a cada 1000 jovens. Já para recém-nascidos internados 

em Unidades de Cuidados Intensivos Neo-Natais, o número é maior, 20 a 40 em mil 

neonatos (Petit C, 1996; Oliveira et al. 2002; Morton & Nance,  2006). 

Nos casos menos graves de surdez profunda unilateral, o número é de três a seis 

crianças em mil. Já entre duas a quatro em mil crianças serão deficientes auditivos antes da 

vida adulta (período pós-lingual), podendo os valores citados variar de acordo com o local da 

pesquisa (Petit C, 1996; Nance, 2003). 

No Brasil, 66,7% das perdas auditivas têm como etiologia principal os fatores 

ambientais (sendo a rubéola congênita e a anóxia neonatal responsáveis por 1/3 das 

etiologias), sendo outros 18,5% de etiologia desconhecida e 14,8% de herança genética 

(Simões et al., 1992). 

Em pesquisa realizada concluiu-se que 0,3% da população com idade entre 30 e 50 

anos apresenta perda auditiva acima de 65 dB. Já entre populações de idade entre 60 e 70 

anos esta porcentagem sobe para 2,3%. Estima-se também que 60% das pessoas acima de 

70 anos apresentam perdas auditivas maiores que 25 dB (Van Laer et al., 1999). 

 

1.2.1. Classificação das perdas auditivas 

 

As perdas auditivas podem ser classificadas de acordo com a sua localização ou de 

acordo com a sua expressão clínica. A localização se refere à região afetada e é subdividida 

em perda auditiva condutiva, perda auditiva neurossensorial e perda auditiva mista. A perda 

auditiva condutiva se refere a problemas na condução do som, ou seja, problemas físicos na 

orelha externa e média, como má formação, injúrias, etc., que impedem que as ondas 

sonoras cheguem sem muita perda até a membrana timpânica. Já a perda auditiva 

neurossensorial representa a perda oriunda de problemas na orelha interna, gerando o déficit 

na mecanotransdução das ondas sonoras e envio dos impulsos elétricos para o cérebro. A 
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perda auditiva mista é classificada como apresentando tanto os problemas da perda auditiva 

condutiva quanto da neurossensorial (Filho OL, 1997). 

Ao considerar o grau de perda auditiva, de acordo com Silman & Silverman (1997), 

ela pode ser leve (27-40 dB‟s), moderada (41-55 dB‟s), moderada/severa (56-70 dB‟s), 

severa (71-90 dB‟s) e profunda (superior a 90dB‟s). Além disso, a perda pode ser unilateral, 

quando afeta apenas uma das orelhas, ou bilateral, afetando ambas orelhas. Outra 

classificação varia de acordo com a época que a perda auditiva se manifesta, podendo ser 

pré-lingual (antes da aquisição da expressão oral) ou pós-lingual (após a aquisição da 

expressão oral) (Hilgert et al., 2009; Petit C, 1996; Filho OL, 1997). 

 

1.2.2. Causas das perdas auditiva 

 

As perdas auditivas podem ser causadas tanto por fatores genéticos, como 

alterações em um gene ou diferentes genes ou em elementos regulatórios que estão 

envolvidos no desenvolvimento adequado, na estrutura e na função da orelha; ou por lesões 

causadas no sistema auditivo ao longo da vida, devido a exposição frequente a alta 

intensidade do som, trauma acústico, infecções, drogas ototóxicas, entre outros (Tabela 1), 

ou por ambos fatores (Petersen MB, 2002; Gardner et al., 2006; Dror & Avraham, 2009). 

 

Tabela 1. Principais causas de perda auditiva. 

Causas de perda auditiva 

Ambiental 

Pré-Natal 

Infecções congênitas (rubéola, citomegalovírus, 

toxoplasmose, sífilis, herpes) 

Utilização de drogas ototóxicas 
Irradiação durante a gestação 

Peri-Natal 
Icterícia grave 
Trauma de parto 
Anóxia 

Pós-Natal 

Otites 
Meningite 
Sarampo 
Caxumba 
Traumatismos 
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Genética 

Sindrômico 

Autossômico dominante 

Autossômico recessivo 
Ligada ao X 
Mitocondrial 

Não-Sindrômico 

Autossômico dominante 
Autossômico recessivo 
Ligada ao X 
Ligada ao Y 
Mitocondrial 

Fonte: adaptado de Filho, (1997). 

Sendo o foco deste trabalho, será apontado apenas a perda auditiva de origem 

genética e suas variações.  

Estudos mostram que cerca de 60% dos problemas relacionados à surdez congênita 

são hereditários, 30% adquiridos e 10% de etiologia idiopática. Estima-se que mais de 50% 

das perdas auditivas em países desenvolvidos tenham origem genética e que  2/3 delas 

sejam pré-linguais.  Estes valores divergem do Brasil, onde 66,7% das perdas auditivas têm 

como etiologia principal os fatores ambientais, sendo outros 18,5% de etiologia desconhecida 

e 14,8 % de herança genética (Bitner-Glindzicz M, 2002; Godinho et al. 2003; Ardle & Bitner-

Glindzicz, 2010; Simões et al., 1992; Pupo et al., 2008). 

Na maioria dos casos, a perda de origem genética é monogênica. Destes 60% 

relacionados a perda auditiva de origem genética, 70% ocorre de forma isolada, sendo 

chamada de Perda Auditiva Não-Sindrômica (NSHL, sigla oriunda do inglês que significa 

„Non-Syndromic Hearing Loss‟), onde o indivíduo apresenta apenas a perda auditiva de 

forma isolada em seu fenótipo. Os 30% restantes representam as Perdas Auditivas 

Sindrômicas (SHL, sigla que em inglês significa ‘Syndromic Hearing Loss’), sendo estas 

associadas a outros sintomas ou anomalias além da perda auditiva, como malformações, 

problemas de visão, entre outros (Van Camp et al., 1995; Ludman & Wright, 1998). 

Já foram relatados mais de 103 genes distribuídos em 150 loci comprovadamente 

relacionados com as perdas auditivas, estimando que este número pode atingir 300 genes, o 

equivalente a 1% de todos os genes do ser humano (Van Camp  &  Smith, 2012; Nance WE, 

2003). 

As perdas auditivas genéticas são subdivididas, de uma forma geral, de acordo com 

seu padrão de herança, sendo estas: autossômico dominante (20%), autossômico recessivo 
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(80%), ligado ao sexo (menor que 1%) e mitocondrial (menor de 1%) (Cryns & Van Camp, 

2004). 

 

1.2.2.1. Perdas Auditivas Sindrômicas 

 

As perdas auditivas sindrômicas representam cerca de 30% das perdas auditivas 

de origem genética, onde os genes relacionados a estas síndromes são, geralmente, 

responsáveis pela codificação de enzimas, fatores de transcrição, componentes da matrix 

extracelular e do citoesqueleto (Petit C, 1996). 

Segundo Gorlin e colaboradores (1995), este tipo de perda auditiva apresenta 

várias formas de transmissão, inclusive a herança mitocondrial. 

Para Nance (2003), as estimativas são de mais de 400 síndromes já citadas, sendo 

as principais as Síndromes de Alport, BOR, Jervell e Lange-Nielsen, Norrie, Pendred, 

Stickler, Treacher Collins, Usher e Waardenburg (Tabela 2). 

Tabela 2. Informações sobre as síndromes relacionadas a perda auditiva. Genes envolvidos, localização 

no DNA genômico (DNAg) e referências. 

Síndrome OMIM Genes Localização Referências Bibliográficas 

Alport 
301050 COL4A5 Xq22 Barker et al., 1990 

203780 
COL4A3 

COL4A4 
2q36-q37 Mochizuki et al., 1994 

Branchio-Oto-Renal 

113650 EYA1 8q13.3 Abdelhak et al., 1997 
610896 SIX5 19q13.3  

 Desconhecido 1q31 Kumar et al., 2000 

608389 SIX1 14q21.3-q.24.3 
Ruf et al., 2003 

Ruf et al., 2004 

Jervell & Lange-Nielsen 

192500 KCNQ1 11p15.5 Neyroud et al., 1997 

176261 KCNE1 21q22.1-q.22.2 
Tyson et al., 1997 

Schulze-Bahr et al., 1997 

CHARGE 214800 SEMA3E 7q21.11  
CHD7 19q13.3 Vissers et al., 2004 

Norrie 310600 NDP Xp11.3 
Chen et al., 1992 

Berger et al., 1992 

Pendred 
 SLC26A4 7q21-q34 Everett et al., 1997 
 FOXI1 5q35.1 Yang et al., 2007 
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 KCNJ10 1q23.2 Yang et al., 2009 

Stickler 

108300 COL2A1 12q13.11-q13.2  
604841 COL11A1 1p21 Richards et al., 1996 
184840 COL11A2 6p21.3 Vikkula et al., 1995 

 COL9A1 6q13 Van Camp et al., 2006 
 COL9A2 1p34.2 Baker et al., 2011 

Treacher Collins 154500 TCOF1 5q32-q33.1 Dixon et al., 1996 

Waardenburg 

193500 PAX3 2q35 Tassabehji et al., 1992 
193510 MITF 3p14.1-p13.3 Tassabehji et al., 1994 
600193 Desconhecido 1p21-p13.3  
606662 Desconhecido 8p23  
608890 SNAI2 8q11 Sanchez-Martin et al., 2002 
148820 PAX3 2q35  
131244 EDNRB 13q22 Attie et al., 1995 
131242 EDN3 20q13.2-q13.3  
602228 SOX10 22q13 Pingault et al., 1998 

Usher 

276903 MYO7A 11q13.5 Weil et al.,1995 

276904 USH1C 11p15.1 

Smith et al., 1992 

Verpy et al., 2000 

Bitner-Glindzicz et al., 2000 

601067 CDH23 10q22.1 

Wayne et al., 1996 

Bork et al., 2001 

Bolz et al., 2001 
602097 Desconhecido 21q21 Chaib et al., 1997 

602083 PCDH15 10q21-22 Ahmed et al., 2001 

Alagramam et al., 2001 

606943 SANS 17q24-25 Mustapha et al., 2002 

Weil et al., 2003 
612632 Desconhecido 15q22-23  

276901 USH2A 1q41 Kimberling et al., 1990 

Eudy et al., 1998 
 Desconhecido 3p23-24.2 Hmani et al., 1999 

605472 VLGR1 5q14.3-q21.3 Pieke-Dahl et al., 2000 

Weston et al., 2004 
611383 WHRN 9q32 Ebermann et al., 2007 
276902 

606397 
USH3A 3q21-q25 Sankila et al., 1995 

Joensuu et al., 2001 
 PDZD7 10q24.31 Ebermann et al., 2010 

Fonte: Van Camp & Smith (2012). 
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1.2.2.2. Perdas Auditivas Não-Sindrômicas 

 

As perdas auditivas não-sindrômicas correspondem a 70% dos casos de perda 

auditiva relacionada à genética. Deste total, aproximadamente 80% correspondem ao padrão 

de herança autossômica recessiva, sendo os outros 15% correspondentes ao padrão 

autossômico dominante, seguidos de 2-3% ligado a sexo e 1-2% ao DNA mitocondrial 

(DNAmt) (Pfeilsticker et al., 2004; Godinho et al., 2003). 

Para melhor classificá-las, foram adotadas siglas internacionais para os representar 

os tipos de perda auditiva não-sindrômica de acordo com o lócus. Utiliza-se o radical DFN, 

oriundo do inglês Deafness, para nomear o lócus relacionado a perda auditiva, seguido do 

número do lócus, numerado crescentemente de acordo com a ordem de descoberta. Dentre 

as classificações, temos o padrão autossômico dominante (DFNA), o padrão autossômico 

recessivo (DFNB), ligada ao cromossomo X (DFNX) e ao cromossomo Y (DFNY) e o padrão 

mitocondrial (Van Laer et al., 2003). 

Até o momento, mais de 134 loci estão relacionados à perda auditiva não-

sindrômica, sendo que as mutações mais frequentemente encontradas estão presentes no 

gene GJB2 (que codifica a proteína Conexina 26), responsável por mais de 50% dos casos 

de perda auditiva não-sindrômica e 10-20% de todas as perdas auditivas pré-linguais em 

países desenvolvidos (Van Camp & Smith, 2012). 

 

1.2.2.2.1. Perda Auditiva Não-Sindrômica Autossômica Dominante (DFNA) 

 

Representando, aproximadamente, 15% dos casos de perda auditiva não-

sindrômica, quase todos os genes relacionados à DFNA tem como principal característica a 

perda auditiva pós-lingual, de caráter progressivo. Logo, as perdas auditivas não-sindrômicas 

autossômicas dominantes iniciam-se entre os 20 e 40 anos de idade, o que permite ao 

indivíduo já ter adquirido algum tipo de comunicação (expressão oral) para se relacionar 

(Petersen MB, 2002). 
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Em torno de 54 loci foram relacionados com perdas auditivas genéticas dominantes, 

sendo classificados por número, 1 a 64 (Tabela 3) de acordo com a sua descoberta (Van 

Camp & Smith, 2012). 

O primeiro gene relacionado a este padrão de herança foi denominado de DIAPH1, 

este foi localizado no cromossomo 5, mais precisamente na região q31, estando presente o 

lócus  DFNA1. Este gene, relatado em 1992 e mapeado em 1997, é pertencente à família 

das forminas e está envolvido na citocinese e polaridade da célula (Leon et al., 1992; 

Petersen MB, 2002). 

 

Tabela 3. Informações referentes ao lócus e localização dos genes relacionados às perdas auditivas 

não-sindrômicas autossômica dominante. 

Lócus Gene Localização no genoma Referências Bibliográficas 

 CRYM 16p12.3 Abe et al., 2003 

DFNA1 DIAPH1 5q31 
Léon et al., 1992 

Lynch et al., 1997 

DFNA2A KCNQ4 1p34 
Coucke et al., 1994 

Kubisch et al., 1999 

DFNA2B GJB3 1p35.1 Xia et al., 1999 

DFNA3A GJB2 13q11-q12 

Chaib et al., 1994 

Denoyelle et al., 1998 

Kelsell et al., 1997 

DFNA3B GJB6 13q12 Grifa et al., 1999 

DFNA4 

MYH14 19q13 
Chen et al., 1995 

Donaudy et al., 2004 

CEACAM16  

 

Zheng et al., 2011 

 

DFNA5 DFNA5 7p15 
Van Camp et al., 1995 

Van Laer et al., 1998 

DFNA6/14/38 WFS1 4p16.3 

Lesperance et al., 1995 

Van Camp et al., 1999 

Bespalova et al., 2001 

Young et al., 2001 

DFNA7 Desconhecido 1q21 - q23  
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Fagerheim et al., 1996 

 

DFNA8/12 TECTA 11q22 - 24 

 

Verhoeven et al., 1997 

Verhoeven et al., 1998 

 

DFNA9 COCH 14q12 - q13 

 

Manolis et al., 1996 

Robertson et al., 1998 

 

DFNA10 EYA4 6q22 - q23 
O'Neill  et al., 1996 

Wayne et al., 2001 

DFNA11 MYO7A 11q12.3 - q21 
Tamagawa et al., 1996 

Liu et al., 1997 

DFNA13 COL11A2 6q21 
Brown et al., 1997 

McGuirt et al., 1999 

DFNA15 POU4F3 5q31 Vahava et al., 1998 

DFNA16 Desconhecido 2q24 Fukushima et al., 1999 

DFNA17 MYH9 22q12.2 - q13.3 
Lalwani et al., 1999 

Lalwani et al., 2000 

DFNA18 Desconhecido 3q22 Bonsch et al., 2001 

DFNA19 Desconhecido 10 (Pericentr.) Green et al., 1998 

DFNA20/26 ACTG1 17q25 

Morell et al., 2000 

Zhu et al., 2003, 

Van Wijk et al., 2003 

DFNA21 Desconhecido 6p21 Kunst et al., 2000 

DFNA22 MYO6 6q13 Melchionda et al., 2001 

DFNA23 Desconhecido 14q21 - q22 Salam et al., 2000 

DFNA24 Desconhecido 4q35 Hafner et al., 2000 

DFNA25 SLC17A8 12q21 - 24 
Greene et al., 1999 

Ruel et al., 2008 

DFNA27 Desconhecido 4q12 Peters et al., 2008 

DFNA28 GRHL2 8q22 Peters et al., 2002 

DFNA30 Desconhecido 15q25-q26 Mangino et al., 2001 

DFNA31 Desconhecido 6p21.3 Snoeckx et al., 2004 

DFNA32 Desconhecido 11p15 Chatterjee et al., 2009 

DFNA33 Desconhecido 13q34-qter Bonsch et al., 2009 

DFNA36 TMC1 9q13-q21 Kurima et al., 2002 
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DFNA39 DSPP 4q21.3 Xiao et al., 2001 

DFNA41 Desconhecido 12q24-qter Blanton et al., 2002 

DFNA42 Desconhecido 5q31.1-q32 Xia et al., 2002 

DFNA43  2p12 Flex et al., 2003 

DFNA44 CCDC50 3q28-q29 
Modamio-Hoybjor et al., 2003 

Modamio-Hoybjor et al., 2007 

DFNA47 Desconhecido 9p21-p22 D'Adamo et al., 2003 

DFNA48 MYO1A 12q13-q14 
D'Adamo et al., 2003 

Donaudy et al., 2003 

DFNA49 Desconhecido 1q21-q23 Moreno-Pelayo et al., 2003 

DFNA50 MIRN96 7q32.2 
Modamio-Hoybjor et al., 2004;  

Mencia et al., 2009 

DFNA51 TJP2 9q21 Walsh et al., 2010 

DFNA52 Desconhecido 4q28 Xia et al., 2002 

DFNA53 Desconhecido 14q11.2-q12 Yan et al., 2005 

DFNA54 Desconhecido 5q31 Gurtler et al., 2004 

DFNA57 Desconhecido 19p13.2 Bonsch et al., 2008 

DFNA58 Desconhecido 2p12-p21 Lezirovitz et al., 2009 

DFNA59 Desconhecido 11p14.2-q12.3 Chatterjee et al., 2009 

DFNA60  2q21.3-q24.1 
Liu XZ et al. ARO meeting. Denver, 

February 2007. 

DFNA64 SMAC/DIABLO 12q24.31-q24.32 Cheng et al., 2011 

Fonte: Van Camp & Smith (2012); Petersen MB (2002). 

 

1.2.2.2.2. Perda Auditiva Não-Sindrômica Autossômica Recessiva (DFNB) 

 

De acordo com estudos de Petersen & Willems (2006), a DFNB apresenta, na 

maioria dos casos, perda auditiva pré-lingual e severa/profunda, sendo geralmente 

neurossensorial. Há casos de DFNB pós-lingual, mas estes são raros. Dentre os casos de 

perda auditiva não-sindrômica, este padrão é o que apresenta maior porcentagem, sendo 

responsável por, aproximadamente, 80% dos casos. 

Petersen & Willems (2006) ainda destacam que o primeiro estudo sobre DFNB foi 

publicado em 1994, mas apenas em 1997 é que os primeiros genes (MYO7A e GJB2) 

relacionados à DFNB foram mapeados. 
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Segundo o site Hereditary Hearing Loss Home Page, criado e mantido por Van Camp 

& Smith (2012), já foram reportados 41 genes distribuídos em 71 diferentes loci de DFNB 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4. Informações referentes ao lócus e localização dos genes relacionados às perdas auditivas 

não-sindrômicas autossômica recessiva. 

Lócus Gene Localização no genoma Referencias Bibliográficas 

DFNB1A GJB2 13q12 
Guilford et al., 1994 

Kelsell et al., 1997 

DFNB1B GJB6 13q12 Del Castillo et al., 2002 

DFNB2 MYO7A 11q13.5 

Guilford et al., 1994 

Liu et al., 1997 

Weil et al., 1997 

DFNB3 MYO15A 17p11.2 
Friedman et al., 1995 

Wang et al., 1998 

DFNB4 SLC26A4 7q31 
Baldwin et al., 1995 

Li et al., 1998 

DFNB5 Desconhecido 14q12 Fukushima et al., 1995 

DFNB6 TMIE 3p14-p21 
Fukushima et al., 1995 

Naz et al, 2002 

DFNB7/11 TMC1 9q13-q21 

Jain et al., 1995 

Scott et al., 1996 

Kurima et al., 2002 

DFNB8/10 TMPRSS3 21q22 

Veske et al., 1996 

Bonné-Tamir et al., 1996 

Scott et al., 2001 

DFNB9 OTOF 2p22-p23 
Chaib et al., 1996 

Yasunaga et al., 1999 

DFNB12 CDH23 10q21-q22 
Chaib et al., 1996 

Bork et al., 2001 

DFNB13 Desconhecido 7q34-q36 Mustapha et al., 1998 

DFNB14 Desconhecido 7q31 Mustapha et al., 1998 

DFNB15/72/95 GIPC3 19p13.3 

Chen et al., 1997 

Ain et al., 2007 

Charizopoulou et al., 2011 
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Rehman et al., 2011 

DFNB16 STRC 15q21-q22 Verpy et al., 2001 

DFNB17 Desconhecido 7q31 Greinwald et al., 1998 

DFNB18 USH1C 11p14-p15.1 

Jain et al., 1998 

Ouyang et al., 2002 

Ahmed et al., 2002 

DFNB19 Desconhecido 18p11 

The Molecular Biology of Hearing 

and Deafness meeting Bethesda, 

October 8-11, 1998 (Green et 

al., abstract 108) 

DFNB20 Desconhecido 11q25 - qter Moynihan et al., 1999 

DFNB21 TECTA 11q Mustapha et al., 1999 

DFNB22 OTOA 16p12.2 Zwaenepoel et al., 2002 

DFNB23 PCDH15 10p11.2 - q21 Ahmed et al., 2003 

DFNB24 RDX 11q23 Khan et al., 2007 

DFNB25 GRXCR1 4p13 Schraders et al., 2010 

DFNB26 Desconhecido 4q31 Riazuddin et al., 2000 

DFNB27 Desconhecido 2q23 - q31 Pulleyn et al., 2000 

DFNB28 TRIOBP 22q13 
Shahin et al., 2006 

Riazuddin et al., 2006 

DFNB29 CLDN14 21q22 Wilcox et al., 2001 

DFNB30 MYO3A 10p11.1 Walsh et al., 2002 

DFNB31 WHRN 9q32 - q34 
Mustapha et al., 2002 

Mburu et al., 2003 

DFNB32/82 GPSM2 1p13.3-p22.1 
Masmoudi et al., 2003 

Walsh et al., 2010 

DFNB33 Desconhecido 9q34.3 Medlej-Hashim et al., 2002 

DFNB35 ESRRB 14q24.1-q24.3 
Ansar et al., 2003 

Collin et al., 2008 

DFNB36 ESPN 1p36.3 Naz et al., 2004 

DFNB37 MYO6 6q13 Ahmed et al., 2003 

DFNB38 Desconhecido 6q26-q27 Ansar et al., 2003 

DFNB39 HGF 7q21.1 Schultz et al., 2009 

DFNB40 Desconhecido 22q Delmaghani et al., 2003 

DFNB42 ILDR1 3q13.31-q22.3 
Aslam et al., 2005 

Borck et al., 2011 
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DFNB44 Desconhecido 7p14.1-q11.22 Ansar et al., 2004 

DFNB45 Desconhecido 1q43-q44 Bhatti et al., 2008 

DFNB46 Desconhecido 18p11.32-p11.31 Mir et al., 2005 

DFNB47/83 Desconhecido 2p25.1 - p24.3 Hassan et al., 2005 

DFNB48 Desconhecido 15q23 - q25.1 Ahmad et al., 2005 

DFNB49 MARVELD2 5q12.3-q14.1 
Ramzan et al., 2004 

Riazuddin et al., 2006 

DFNB51 Desconhecido 11p13-p12 Shaikh et al., 2005 

DFNB53 COL11A2 6p21.3 Chen et al., 2005 

DFNB55 Desconhecido 4q12-q13.2 Irshad et al., 2005 

DFNB59 PJVK 2q31.1-q31.3 Delmaghani et al., 2006 

DFNB61 SLC26A5 7q22.1 Liu et al., 2003 

DFNB62 Desconhecido 12p13.2-p11.23 Ali et al., 2006 

DFNB63 LRTOMT/COMT2 11q13.2-q13.4 
Du et al., 2008 

Ahmed et al., 2008 

DFNB66/67 LHFPL5 6p21.2-p22.3 

Tlili et al., 2005 

Shabbir et al., 2006 

Kalay et al., 2006 

DFNB68 Desconhecido 19p13.2 Santos et al., 2006 

DFNB71 Desconhecido 8p22-p21.3 Chishti et al., 2009 

DFNB73 BSND 1p32.3 Riazuddin et al., 2009 

DFNB74 MSRB3 12q14.2-q15 
Waryah et al., 2009 

Ahmed et al., 2011 

DFNB77 LOXHD1 18q12-q21 Grillet et al., 2009 

DFNB79 TPRN 9q34.3 Rehman et al., 2010 

DFNB81 Desconhecido 19p Rehman et al., 2011 

DFNB84 PTPRQ 12q21.2 Schraders et al., 2010 

DFNB85 Desconhecido 17p12-q11.2 Shahin et al., 2010 

DFNB91 SERPINB6 6p25 Sirmaci et al., 2010 

DFNB93 Desconhecido 11q12.3-q13.2 Tabatabaiefar et al., 2011 

Fonte: Van Camp & Smith, (2012); Petersen & Willems, (2006). 
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1.2.2.2.3. Perda Auditiva Não-Sindrômica Ligada ao Cromossomo X (DFNX) 

 

As DFNXs são menos comuns que as DFNAs e as DFNBs, apresentando 

aproximadamente 1,7% dos casos de perda auditiva relacionados às causas genéticas. Na 

maioria destes casos, a perda é pré-lingual e mista ou neurossensorial (Lalwani et al. 1994). 

Até 2012 já haviam sido relatadas cinco tipos de DFNX (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Informações referentes ao lócus e localização dos genes relacionados às perdas auditivas 

não-sindrômicas ligadas ao cromossomo X. 

Lócus Gene Localização Referências Bibliográficas 

DFNX1 (DFN2) PRPS1 Xq22 Liu et al., 2010 

DFNX2 (DFN3) POU3F4 Xq21.1 De Kok et al., 1995 

DFNX3 (DFN4) Desconhecido Xp21.2 Lalwani et al., 1994 

DFNX4 (DFN6) SMPX Xp22 del Castillo et al., 1996 

DFNX5 (AUNX) Desconhecido Xq23-q27.3 Wang et al., 2006 

Fonte: Van Camp & Smith (2012). 

 

1.2.2.2.4. Perda Auditiva Não-Sindrômica Ligada ao Cromossomo Y (DFNY) 

 

Outra classificação de perda auditiva não-sindrômica, ainda mais rara que a DFN, 

sendo conhecido de forma parcial apenas um lócus no cromossomo Y que possa apresentar 

alguma mutação e acarretar em algum tipo de perda auditiva. O lócus é chamado de DFNY1 

(Wang et al., 2004). 

 

1.2.2.2.5. Perda Auditiva Não-Sindrômica Ligada ao DNA Mitocondrial (DNAmt) 

 

A mitocôndria é uma organela esférica e alongada presente dentro das células da 

maioria dos eucariontes. Cada célula apresenta de 2 a 100 mitocôndrias e estas tem várias 
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fato da cóclea ser um órgão que necessita de alta demanda energética. Algumas das 

principais alterações podem ser vistas na Tabela 6 (Brianti et al., 2003; Carvalho & Ribeiro, 

2002). 

Calcula-se que perda auditiva associada à mutações do DNAmt de células ciliadas 

correspondam a 0,5-1% do total relacionado à genética, podendo ser sindrômica ou não-

sindrômica (Carvalho & Ribeiro, 2002). 

Esta relação da mutação do DNA mitocondrial com a perda auditiva foi estabelecida 

em 1986 por Petty e colaboradores, em um estudo realizado em cima de um caso sindrômico 

(paciente com miopatia mitocondrial e perda auditiva). Já o primeiro relato de perda auditiva 

não-sindrômica relacionada a mutação mitocondrial foi feito em 1993, por Fishel-Ghodsian e 

colaboradores. 

Um dos principais casos de perda auditiva causada por mutações no DNA 

mitocondrial é relatado num quadro clínico de suscetibilidade aos aminoglicosídeos. Estes 

são antibióticos que começaram a ser utilizados de forma ampla na década de 60, no 

tratamento de infecções do trato respiratório. O seu uso causou perda auditiva em alguns 

pacientes e estudos comprovaram seu efeito ototóxico (Carvalho & Ribeiro, 2002). 

Higashi (1989), após algumas observações no padrão de herança materno sugeriu 

que a sensibilidade poderia estar relacionada a algum tipo de mutação no DNA mitocondrial. 

Já Prezant e colaboradores (1993) relacionaram uma mutação do DNAmt com a 

sensibilidade ao antibiótico aminoglicosídeo. A alteração encontrada foi a troca do 

nucleotídeo adenina (A) por uma guanina (G) no gene ribossômico 12S rRNA (MT-RNR1), 

localizado na posição 1555 do DNA mitocondrial. Este tipo de mutação é caracterizado como 

homoplásmica, tendo um quadro de perda auditiva neurossensorial, bilateral e profunda. 

 

Tabela 6. Alterações no DNAmt relacionadas a perda auditiva não-sindrômica. 

Quadro Clínico Lócus Gene Mutação Status Ho He 
Referências 

Bibliográficas 

Perda Auditiva MT-RNR1 12S rRNA m.827A>G Prov + - Li et al. (2005) 

Perda Auditiva MT-RNR1 12S rRNA m.961T>C Prov + - Li et al. (2005) 

Perda Auditiva MT-RNR1 12S rRNA T961delT+C(n)i Prov + + Bacino et al. (1995) 
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ns 

Perda Auditiva MT-RNR1 12S rRNA T961insC Prov + - Bacino et al. (1995) 

Perda Auditiva MT-RNR1 12S rRNA m.1005T>C Prov + - Li et al. (2005) 

Perda Auditiva MT-RNR1 12S rRNA m.1095T>C Conf + + Tessa et al. (2001) 

Perda Auditiva MT-RNR1 12S rRNA m.1116A>G Prov + - Li et al. (2005) 

Perda Auditiva MT-RNR1 12S rRNA m.1494C>T Prov + - Zhao et al. (2004) 

Perda Auditiva MT-RNR1 12S rRNA m.1555A>G Conf + - 

Fischel-Ghodsian et al. 

(1993) 

Hutchin et al. (1993) 

Matthijs  et al. (1996) 

Prezant et al. (1993) 

Tono et al. (1998) 

Tulinius et al. (1995) 

Usami et al. (1998) 

Perda Auditiva 

Neurossensorial 
MT-TS1 tRNA Ser (UCN) m.7510T>C Prov - + 

Hutchin  et al. 

(2000) 

Perda Auditiva 

Neurossensorial 
MT-TS1 tRNA Ser (UCN) m.7511T>C Prov + + Sue et al. (1999) 

Perda Auditiva e 

Disfunção Cerebelar 
MT-TS1 tRNA Ser (UCN) 7472insC Prov - + Tiranti et al. (1995) 

Perda Auditiva MT-TS1 tRNA Ser (UCN) m.7445A>G Conf   

Reid et al. (1994) 

Fischel-Ghodsian et al. 

(1995) 

Servior et al. (1998) 

Perda Auditiva MT-TH tRNA His m.12183G>A Prov - + Crimi et al. (2003) 

Perda Auditiva, 

Retardo Mental e 

Disfunção Cerebelar 

MT-TE tRNA Glu m.14709T>C Prov - + Hanna et al. (1995) 

Legenda. Ho: Homoplasmia; He: Heteroplasmia; Prov: Reportado, porém não confirmado; Conf: Confirmado 

por vários relatos na litaratura. 

Fonte: MITOMAP < http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/ClinicalPhenotypesRNA#21>; Van Camp & 

Smith, (2012). 
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Figura 8. Esquematização da estrutura das conexinas. Domínios transmembrânicos (TM1-TM4); 

extremidade aminoterminal (NH2); extremidade carboxiterminal (COOH); alça intracitoplasmática (IC) e 

extracelulares (EC1 e EC2) (Modificado de: Rabionet et al., 2000). 

Seis conexinas se complexam formando um hexâmero na membrana plasmática 

denominado conexon (Figura 9a). Estes podem ser compostos por conexinas de apenas um 

tipo, sendo denominados conexons homoméricos, ou por diferentes tipos de conexinas, 

sendo chamado de heteromérico. Cada conexon se associa a outro conexon de uma célula 

adjacente, formando assim um canal intercelular denominado gap junction (Figura 9b), que 

podem ser heterotípicos, quando formados por conexons heteroméricos ou por dois 

conexons homoméricos diferentes, ou podem ser homotípicos, quando ambos conexons são 

idênticos (Figura 9c)  (Kumar & Gilula, 1996; D‟Andrea et al., 2002; Zeilinger et al., 2005; 

Dahl et al., 1992). 

                                                a 
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b 

 

c 

 

 

Figura 9. Estrutura cristalográfica do conexon (PDB ID 2ZW3). (a) Modelo estrutural de um conexon, 

onde cada conexina está representada por uma cor diferente. Destaque para a visualização do canal 

formado para a troca de íons e passagem de demais moléculas (Estrutura obtida utilizando o software 

PyMol. Disponível em:< http://www.pymol.org/>, 2012); (b) Modelos das interações entre os conexons de 

células adjacentes (gap junction); (c) Representação esquemática das interações entre conexinas e 

conexons (Modificao de: Maeda et al., 2009). 

 

Os gap junctions são únicos em vários aspectos, sendo estruturas grandes e com um 

canal relativamente largo, permitindo a passagem de íons e pequenas moléculas, tornando-

se então estruturas não seletivas. Além disso, eles não precisam de estímulos de origem 

química para serem abertos, necessitando apenas da alteração de potencial da membrana 

plasmática. Outra característica dos gap junctions é a de realizarem, na grande maioria, 

trocas bidirecionais, ou seja, eles permitem tanto a entrada quanto a saída de íons e 

moléculas (Connors & Long, 2004).  

De acordo com Holt e colaboradores (1999), as alterações no gene GJB2 que 

resultam em mudanças na conformação das conexinas acaba por prejudicar não apenas a 

reciclagem dos íons de potássio na endolinfa coclear, mas também a troca de outros íons e 

pequenas moléculas. O problema na reciclagem destes íons acaba acarretando no quadro 

clínico de perda auditiva neurossensorial, decorrente da falta da homeostase iônica da 

endolinfa, essencial para a audição normal (Mignon et al., 1996; Steel KP, 1999). 
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Até o momento, já foram reportadas mais de 302 alterações no gene da GJB2 

(Cooper et al. - Human Gene Mutation Database. Disponível em: <www.hgmd.org>, 2012) e 

estas estão envolvidas em perdas auditivas com padrão autossômico dominante (DFNA3A), 

porém o padrão autossômico recessivo (DFNB1A) é que apresenta maior número de 

mutações, gerando um quadro clínico de perda auditiva pré-lingual, bilateral, simétrica de 

grau moderado à profundo (Kemperman et al., 2002). 

A principal alteração detectada no gene GJB2 corresponde a uma deleção de uma 

única base denominada c.35delG. Esta é a deleção de uma base nitrogenada guanina em 

uma sequência de 6 guaninas. A sua localização se dá na posição 35 do gene. Estima-se 

que esta seja responsável por 70% de todos os casos de perda auditiva não-sindrômico com 

padrão autossômico recessivo na população caucasiana (Wilcox et al., 2000). 

A frequência da c.35delG, em algumas populações, chega a 4% (Gasparini et al. 

2000; Roux et al., 2004). Na população européia apresenta frequência maior até mesmo que 

a mutação ΔF508 no gene CFTR, causador da fibrose cística na população dos países do 

mediterrâneo. Estruturalmente falando, a alteração c.35delG ocorre no primeiro domínio 

intracitoplasmático (IC1) da Cx26, resultando em na troca do quadro de leitura dos códons 

(frameshift). Assim, no códon 12, o aminoácido Glicina é trocado por uma Valina, gerando 

um códon de terminação (stop códon) na sequência, resultando no término da tradução. Com 

esse término prematuro, é formado um peptídeo não funcional de apenas 12 aminoácidos, 

ao invés de 226 aminoácidos. Outras alterações estão presentes em grande frequência de 

acordo com a população. Um exemplo se dá com a população de judeus e de asiáticos, 

sendo as principais alterações detectadas a c.167delT e a c.235delC, respectivamente. 

Ambas deleções também causam frameshift e geram proteínas não funcionais (Zelante et al., 

1997; Kemperman et al., 2002). 

 

1.2.3.2. O gene GJB6 

 

O gene GJB6 (GenBank 10804) está presente na região cromossômica  13q12 e 

codifica outra proteína da família das conexinas, denomidada 30 (Cx30). Este gene 

apresenta 10.434 pb de comprimento e 3 éxons, gerando um RNAm de 1808 pb e uma 
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proteína de 261 aminoácidos (Figura 10). Está localizado a, aproximadamente, 35 kb do 

gene GJB2 (Kelley et al., 1999). 

 

 

Figura 10. Esquematização da estrutura do gene GJB6. (GenBank. Disponível em: < 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10804>, 2012). 

 

Estima-se que 10-40% dos indivíduos com mutações no gene GJB2 apresentam a 

alteração em apenas um dos alelos. Sendo assim, em alguns estudos realizados na tentativa 

de justificar a perda auditiva nestes casos, pesquisadores detectaram casos de heterozigotos 

compostos envolvendo os genes GJB2 e GJB6. Duas grandes deleções foram detectadas 

associadas à heterozigotos para mutação no gene GJB2, sendo elas: a del(GJB6-

D13S1830), uma deleção de 342 kb relacionada a 50% dos casos de heterozigotos para o 

gene GJB2 e a del(GJB6-D13S1854) de 232 kb de comprimento, com 25% dos casos. Ainda 

não se tem conhecimento se estas grandes deleções associadas aos heterozigotos para 

GJB2 apresentam alto grau de complexidade de herança digênica ou se há a deleção de 

elementos regulatórios do gene GJB2, gerando a inativação deste (Wilcox et al., 2000; Del 

Castillo et al., 2002; Del Castillo et al., 2005). 

De acordo com relatos na literatura, outras alterações e grandes deleções no gene 

da Cx30 podem existir. Como o caso de um indivíduo que apresentou uma deleção de 920 

kb no lócus DFNB1, removendo tanto o gene GJB6 quanto o GJB2. Em outro estudo, uma 

nova deleção de 131,4 kb que apresenta ponto de quebra a mais de 100 kb dos genes GJB2 

e GJB6 foi encontrada em quatro indivíduos heterozigotos para a deleção c.35delG no gene 

GJB2. Esta deleção resultou na redução do nível de expressão do RNAm dos genes 

próximos, sendo então associada a existência de alguma região regulatória que controle a 

expressão dos genes responsáveis pela codificação da Cx26 e Cx30. A figura 11 

esquematiza as 4 deleções reportadas na literatura em relação ao gene GJB6 (Feldmann et 

al., 2009; Wilch et al., 2010). 
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Figura 11. Representação esquemática das 4 grandes deleções envolvendo o gene GJB6 e possível 

região regulatória (Modificado de: Wilch et al., 2010). 

 

Com todos os dados relatados, a detecção das deleções é indicada na presença de 

alguma alteração, em heterozigose, do gene GJB2. 

 

1.2.3.3. O gene OTOF 

 

Na região cromossômica 2p22-p23, o gene OTOF 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 proteína de 1997 aminoácidos. Este gene codifica a proteína citosólica 

denominada Otoferlina, expressa no cérebro, no sistema vestibular e nas células ciliadas 

internas e externas (Yasunaga et al., 2000). 

Pertencente a família das Ferlinas, a Otoferlina consiste em uma região 

transmembrânica e seis domínios citoplasmáticos C2 (Figura 12). Estima-se que esta 

proteina apresenta papel importante nas sinapses entre as células ciliadas internas e o nervo 

auditivo (Roux et al., 2006; Dulon et al., 2009). 
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de todos os casos de perda auditiva pré-lingual com padrão autossômico recessivo. Com tais 

parâmetros, é sugerido incluir tal alteração na triagem laboratorial da perda auditiva pré-

lingual (Migliosi et al., 2002). 

 

1.2.3.4. O gene miR96 

 

MicroRNA (miRNA) é a classificação da classe mais proeminentes dos RNAs não 

codificantes (RNAnc) e estão envolvidos com a regulação da expressão em células animais e 

vegetais. Dentre as funções dos miRNAs está a supressão da tradução do RNA mensageiro. 

Para isso, há o anelamento imperfeito na região 3‟ UnTranslated Region (3‟ UTR) entre o 

miRNA e o RNAm, resultando no bloqueio e término da tradução, gerando um peptídeo não 

funcional ou na clivagem do RNAm. 

Estudos da associação dos miRNAs com a perda auditiva começaram em 2005. Em 

um dos estudos feito com animais foi possível verificar a presença de miRNAs na orelha 

interna. Verificou-se que os miRNAs também estavam presentes na cóclea, no ganglio 

espiral e no vestíbulo, porém estes RNAs não codificantes apresentavam seu nível reduzido 

com o passar do tempo, desaparecendo gradativamente das células ciliadas da cóclea. Com 

isso, sugeriu-se que estes miRNAs estavam associados a diferenciação e maturação das 

células ciliadas (Weston et al., 2006; Friedman et al., 2009). 

De acordo com o banco de dados MirBase (Disponível em: <www.mirbase.org>, 

2012), já se tem relatados 21.264 entradas de miRNAs. Entre os humanos, este número é de 

1.600 precursores e 2.042 microRNAs maduros relatados até agosto de 2012. 

Os genes de miRNA podem estar isolados ou em clusters, podendo gerar transcritos 

policistrônicos. Este é o caso do cluster miR183/96/182 (Figura 13), o principal cluster de 

microRNAs relacionados a perda auditiva (Weston et al., 2006). Mencía e colaboradores 

(2009) relataram a presença de 2 novas mutações na conservada região seed do gene do 

miR96 (GenBank 407053), a c.13G>A e a c.14C>A em indivíduos que apresentavam perda 

auditiva progressiva, classificando o gene com padrão autossômico domintante (DFNA50). O 

gene miR96 está presente na região cromossômica 7q32.2, contendo um éxon de 78 pb de 
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comprimento. O RNA gerado do DNA, denominado pri-miRNA, é clivado até originar o 

miRNA maduro de 23 pb, denominado hsa-mir-96. 

 

Figura 13. Representação do cluster miR183/96/182 presente no cromossomo 7 (Modificado de: NCBI 

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/407053>, 2012) . 

 

Muitos estudos são necessários para verificar as funções de cada microRNA, uma 

vez que estes estudos são recentes. Porém, é alta a velocidade do avanço nos estudos 

relacionados aos microRNAs, o que auxiliará no entendimento destes pequenos transcritos e 

suas relações com várias patologias. 

 

1.2.3.5. O gene TMC1 

 

Localizado no cromossomo 9, na região q13-q21, o gene TMC1 (TransMembrane 

Channel-like 1 – GenBank 117531) apresenta comprimento de 314,551 pb, arranjados em 24 

éxons. Este origina sete isoformas de transcrito, porém a principal delas apresenta um RNA 

de 3.201 pb e uma proteína de 760 aminoácidos (Kurima et al., 2003). 

Este gene é conhecido por ser o sexto gene mais comum causador de perda auditiva 

na população mundial, sendo expresso especificamente na cóclea, codificando a proteína de 

canal transmembrânico. Em torno de 40 alterações estão associadas a este gene, sendo a 

troca de uma Timina por uma Citosina na posição 1939 do gene, responsável por alteração 

p.S647P, a principal alteração detectada em um estudo envolvendo um grupo de 104 judeus 

marroquinos não relacionados que apresentavam perda auditiva, totalizando 35 casos. 

Destes casos, 10 eram homozigotos para a alteração c.35delG (gene GJB2) e p.S647P 

(gene TMC1), 10 casos eram homozigotos apenas para a alteração p.S647P, 6 casos de 
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heterozigotos compostos para p.S647P e p.R604X (ambas no gene TMC1) e 9 casos de 

heterozigotos para a p.S647P.  

A alteração p.S647P está locaizada no sexto domínio transmembrânico TMC1, em 

um sítio totalmente conservado, aparentando ser uma mutação fundadora na população de 

judeus marroquinos devido a comunidade apresentar, até recentemente, alta taxa de 

endogamia. Esta alteração foi reportada como altamente frequente nos casos de perda 

auditiva nesta população, sendo detectada em padrão autossômico recessivo (DFNB7/11) 

em 38% dos casos estudados, sendo também detectada com padrão autossômico 

dominante (DFNA36). Em outras populações, como de turcos e israelitas, alterações neste 

gene são as principais causadoras de perda auditiva. Assim, o rastreamento das alterações 

no gene TMC1 é tão importante quanto a triagem das alterações do gene GJB2 em 

determinadas populações (Brownstein et al., 2011; Labay et al., 2010; Hilgert et al., 2009). 

 

1.2.3.6. O gene SLC26A4 

 

Composto por 21 éxons, porém apenas 20 codificantes, o gene SLC26A4 (GanBank 

5172) é responsável pela codificação da proteína altamente hidrofóbica denominada 

Pendrina. Localizado na região 7q31 e com 57.175 pb, o gene gera um transcrito de 4.930 

pb, que codifica a maior isoforma, com 780 aminoácidos. A pendrina está associada a 

formação e reabsorção da endolinfa, sendo conhecida como um transportador de ânions 

expresso na tireóide, nos rins e na orelha interna (Scott et al., 1999; Iwasaki et al., 2001). 

Everett (1997) associou mutações neste gene a Síndrome de Pendred (SP), sendo 

esta a causa mais comum de perda auditiva sindrômica. Porém além da forma sindrômica, 

este gene esta relacionado a perda auditiva não-sindrômica autossômica recessiva (DFNB4) 

juntamente com o alargamento do aqueduto vestibular, sendo esta a má formação 

radiologicamente mais frequentemente detectável na orelha interna em indivíduos com perda 

auditiva (Bamiou et al., 2000; Mafong et al., 2002). 

Mais de 200 alterações foram reportadas no gene SLC26A4, sendo o segundo maior 

gene causador de perda auditiva de origem genética, responsável por 4% a 10% dos casos, 

seja ele na forma sindrômica (SP) ou na forma não-sindrômica (DFNB4). O padrão da perda 
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auditiva neurossensorial é bilateral, pré-lingual ou durante a aquisição da expressão oral, 

com grau severo/profundo (Angeli et al., 2012). 

Embora se tenha conhecimento de várias mutações e a sua associação, não se tem 

o esclarecimento dos mecanismos das mutações no gene SLC26A4 e nem um estudo da 

associação deste gene com outros genes. Por isso, é de extrema importância o estudo 

aprofundado para entendimento funcional e fisiológico de tais alterações, uma vez que as 

mutações neste gene aparecem com uma frequência alta na população. 

 

1.2.3.7. Genes Mitocondriais 

 

Dentre os principais genes mitocondriais relacionados a perda auditiva não-

sindrômica estão o MT-RNR1 com 953 pb, que codifica a subunidade 12S do RNA 

ribossômico (RNAr) e o MT-TS1 com 68 pb, que codifica RNAs transportadores de serina 

[RNAtSer(UCN)]. Dentre as mutações relacionadas ao DNA mitocondrial (DNAmt) e a perda 

auditiva a principal é a m.1555A>G no gene MT-RNR1, estimada em 2% na população 

brasileira. A substituição de uma Adenina por uma Guanina na posição 1555 do DNAmt foi 

relatada, pela primeira vez por Prezant e colaboradores (1993) em uma família árabe-

israelense. Esta alteração associa a susceptibilidade à perda auditiva quando induzida por 

aminoglicosídeos, antibiótico amplamente usado na década de 60. Indivíduos com essa 

alteração apresentam a subunidade 12S rRNA semelhante ao seu homólogo bacteriano, a 

subunidade 16S rRNA, o principal alvo do antibiótico (Abreu-Silva et al., 2006). 

Outras alterações mitocondriais e outras patologias merecem estudos aprofundados, 

uma vez que estas interferem nas funções celulares, diminuindo a quantidade de energia 

disponível nas células de todo o organismo para a realização de suas funções, fato 

preocupante, já que a cóclea é um órgão que necessita de alta demanda energética para a 

manutenção da audição. Além disso, casos como o da alteração m.1555A>G permitem o 

conhecimento de que o indivíduo com a mutação não deve fazer uso de aminoglicosídeos, 

evitando assim o quadro clínico de perda auditiva, a não ser que risco de morte esteja 

presente caso o antibiótico não seja ministrado.  
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1.2.4. Testes moleculares para o diagnóstico da perda auditiva 

 

Durante os últimos 20 anos, o objetivo das pesquisas moleculares nos estudos de 

perda auditiva genética foi para detectar novos genes relacionados a este tipo de perda. Para 

isso, utilizou-se o sequenciamento de regiões suscetíveis a conter genes candidatos de 

perda auditiva. Historicamente, Sanger introduziu o  conceito de sequenciamento de DNA em 

1975 e este método continua sendo empregado atualmente. Porém, com o aperfeiçoamento 

das tecnologias, o sequenciamento passou a ser feito por sequenciadores de DNA 

automáticos, que detectavam a fluorescência de cada base nitrogenada marcada com 

fluoróforos quando pareada na fita, não necessitando assim a  utilização de géis para a 

corrida da sequência, reduzindo também os riscos de erro na leitura das bases (Sanger F, 

1975; Hilgert et al., 2009). 

O sequenciamento automático foi muito empregado na descoberta de novos genes e 

alterações, porém este apresentava baixo rendimento pois o sequenciamento de grandes 

fragmentos, além de apresentar custo elevado, exigia demasiado tempo para preparo e 

análise. Tendo em mente estas limitações, a aplicabilidade dos sequenciadores automáticos 

restringiu-se à apenas a varredura de genes pequenos, ou de fragmentos não muito grandes 

de DNA. Em busca de opções não muito expendiosas para a detecção de mutações no 

diagnóstico, variações das técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram elaboradas, 

objetivando sempre detectar as principais mutações. Porém esta técnica também 

apresentava grandes limitações tendo em vista a sua aplicabilidade para o diagnóstico. 

Independente da variação da técnica, os resultados de PCR eram dados, em sua maioria, 

individualmente, ou seja, um resultado por reação, além de se tornar um processo caro 

devido o custo dos reagentes (Hilgert et al., 2009). 

Como mostrado acima, muitos genes e mutações estão relacionados à perda 

auditiva de origem genética. Sendo assim, há a necessidade de um estudo aprofundado, 

utilizando as mutações já descritas em um só ensaio para que possa ser feito o diagnóstico 

associação das mutações, podendo vir a entender os mecanismos moleculares da perda 

auditiva de indivíduos com etiologia desconhecida. Com o surgimento das tecnologias 'high-

throughput' (alto rendimento), foi possível a realização de vários ensaios simultâneos de uma 

só vez, podendo auxiliar na elucidação da etiologia de várias perdas auditivas e outras 

patologias de origem genética. Além disso, estas técnicas também possibilitaram o rápido 
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diagnóstico de várias patologias de origem genética e a genotipagem de indivíduos, 

detectando SNPs (do inglês Single-Nucleotide Polymorphism), mutações, deleções, 

inserções, etc. (Morrison et al., 2006). 

As plataformas 'high-throughput' surgiram principalmente para o estudo de SNPs e 

de associação. Os SNPs são as formas mais comuns  de variação genética entre indivíduos, 

estando presente a cada 1000 pb. Para ser considerado um SNP, a alteração deve estar 

presente em mais de 1% da população. Embora a frequência seja relativamente alta na 

população, a maioria dos SNPs ou ocorrem fora das regiões não codificantes de proteínas ou 

são alterações silenciosas, onde a troca das bases não irá resultar na troca de aminoácidos 

(Lai et al., 2012). 

Estas tecnologias são novas e tem como principais características a utilização de 

pequenos volumes de amostras e reagentes nas reações, a ótima acurácia e simplicidade 

(devido às poucas etapas e a automação, com as estações de pipetagem que, 

consequentemente, diminuem o tempo necessário para o desenvolvimento da parte 

experimental e os possíveis erros da pipetagem manual), a realização simultânea de 

diversos ensaios e o baixo custo (Morrison et al., 2006). 

 

1.2.4.1. A Plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping 

 

A plataforma TaqMan® OpenArray™Genotyping (BioTrove Inc., Woburn, MA, USA) é 

uma tecnologia de alto rendimento (high-throughput) baseado em PCR em tempo real, que 

permite verificar até 3072 SNPs, mutações de ponto, pequenas deleções e inserções em 

uma única placa de genotipagem. Esta plataforma também permite realizar 2688 ensaios de 

expressão gênica por placa de expressão gênica. Tanto a plataforma para genotipagem 

quanto para expressão gênica devem obedecer um layout padrão de ensaio oferecido pela 

empresa (Applied BioSystems, 2012) (Tabela 7 – Figura 14). Baseado nas sondas de 

hidrólise TaqMan®, a técnica TaqMan® OpenArray™ Genotyping necessita de um par de 

primers comuns tanto para a sequência normal quanto para a mutante, além de duas sondas 

MGB (do inglês Minor Groove Binder) diferentes por ensaio, sendo uma sonda para a 



38 

 

 

sequência normal, marcada com o fluoróforo VIC®, e a outra sonda para a sequência 

mutante, com o fluoróforo FAM®. 

Tabela 7. Layouts oferecidos para a elaboração de placas de genotipagem e expressão gênica. 

Tipos de Placas Quantidade de Ensaios Quantidade de Amostras 

Genotipagem 

16 144 

32 96 

64 48 

128 24 

192 16 

256 12 

Expressão Gênica 

18 48 

56 48 

112 24 

168 16 

224 12 

Fonte: TaqMan
®
 OpenArray

™
 Genotyping System – User Guide, 2011. 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 

 

 

Figura 14. Layouts disponíveis para a confecção das placas de OpenArray™. (a) Layout para estudo de 

16 ensaios em 144 indivíduos. Por subarray são analisados 3 indivíduos. (b) Layout para estudo de 32 

ensaios em 96 indivíduos. Por subarray são analisados 2 indivídíduos. (c) Layout para estudo de 64 ensaios 

em 48 indivíduos. Por subarray é analisado 1 indivíduo. (d) Layout para estudo de 128 ensaios em 24 

indivíduos. São necessários 2 subarrays para analisar todos ensaios por indivíduo. (e) Layout para estudo 
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de 192 ensaios em 16 indivíduos. São necessários 3 subarrays para analisar todos ensaios de um indivíduo.  

(f) Layout para estudo de 256 ensaios em 12 indivíduos. São necessários 4 subarrays para analisar todos 

ensaios de um único indivíduo (Modificado de: Applied BioSystems, 2012). 

 

As placas utilizadas nos ensaios de OpenArray™ apresentam as seguintes 

dimensões: 25 mm x 75 mm x 0,3 mm. Elas são compostas por 48 subarrays (4,5mm x 

4,5mm), com 64 nano-poços cada (Figura 15). A sua superfície apresenta propriedades 

hidrofóbicas, enquanto o interior dos poços (local onde já estão as sondas e os primers 

necessários para as reações) apresenta característica hidrofílica. Esta engenharia é capaz 

de permitir a distribuição dos pequenos volumes (33nL) das amostras com grande acurácia e 

precisão (Morrison et al., 2006). 

 

Figura 15. Placa de OpenArray™. Representação da placa de OpenArray™, contendo os 48 subarrays e, em 

destaque, a esquematização de um subarray com 64 nano-poços, cada um apresentando o volume de 33nL 

(Modificado de: Applied BioSystems, 2012). 

A plataforma é composta por um robo pipetador, o OpenArray™ AccuFill® System 

(Applied Biosystems),  interligado a um computador para comandar todas as operações 
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através do software OpenArray™ AccuFill®. Além deste, a plataforma conta com o 

termociclador Dual Flat Block GeneAmp® PCR System 9700 da Applied Biosystems, próprio 

para a ciclagem das placas de OpenArray™, uma estação de selagem e o OpenArray™ NT 

Cycler®, o equipamento responsável pela captura da fluorescência emitida pela lâmina, 

também controlado via computador pelo software OpenArray™ Genotyper. Uma 

representação de quase toda a plataforma TaqMan® OpenArray™ está presente na figura 16 

(Applied BioSystemns, 2012). 

 

Figura 16. Plataforma TaqMan® OpenArray™ (Applied BioSystems, 2012). 

 

A plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping tem como principais características, 

além de ser considerada tecnologia „high- throughput’, a praticidade, o baixo custo, a 

acurácia e a fácil reprodutibilidade, uma vez que os ensaios já estejam padronizados. Assim 

sendo, a sua utilização nas rotinas de diagnóstico de doenças complexas é muito bem vista, 

como é o caso da perda auditiva, que apresenta um grau de heterogeneidade elevado. 
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1.3. Justificativa do trabalho 

 

Tendo em vista a grande heterogeneidade não apenas clínica, mas genética da 

perda auditiva, é de fundamental importância a existência de uma plataforma de testes 

moleculares capaz de detectar, simultaneamente, diversas alterações em diversos genes, 

reduzindo assim o tempo na busca pela etiologia da perda auditiva em indivíduos. Com o 

avanço e aperfeiçoamento das técnicas moleculares de genotipagem e diagnósticos, o 

surgimento da plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping e a padronização de um layout 

contendo algumas das principais alterações presentes na nossa população foi sugerido no 

trabalho, objetivando a utilização destes layouts para as triagens inicias no Laboratório de 

Genética Molecular Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da 

Universidade Estadual de Campinas. 

Espera-se, com os resultados obtidos, a padronização de uma placa de OpenArray™ 

e um layout aplicável ao diagnóstico na nossa população, realizando a triagem inicial de 

indivíduos que apresentarem perda auditiva causadas por fatores não ambientais e de 

etiologia ainda desconhecida. Com isso, além de reduzir o tempo para fazer a genotipagem 

dos indivíduos, reduzirá o custo para a triagem das mutações, diminuindo assim os gastos 

para a realização do diagnóstico molecular. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Elaborar e testar uma placa de diagnóstico contendo as principais mutações 

relacionadas à perda auditiva neurossensorial não-sindrômica na população brasileira, a fim 

de otimizar rotinas de diagnósticos das perdas auditivas de origem genética em laboratórios 

de pesquisa e de triagem. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

1. Rastreamento de mutações nos genes nucleares GJB2, GJB6, OTOF, miR96, 

TMC1, CRYL1, SLC26A4; 

2. Rastreamento de mutações nos genes mitocondriais 12s rRNA e MT-TS1; 

3. Validação da detecção de mutações contidas na placa e dos ensaios utilizando 

outras técnicas; 

4. Avaliação das vantagens e limitações do método desenvolvido. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. Casuística 

 

Foram selecionados 376 indivíduos entre os encaminhados ao Laboratório de 

Genética Molecular Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Molecular 

(CBMEG), por diferentes serviços do país para a busca da etiologia da perda auditiva. 

Destes, 86 apresentavam resultados prévios para o gene GJB2 e/ou para o gene GJB6 e 

para a mutação m.1555A>G, no gene  12S rRNA. Ao todo, foram utilizados 94 controles 

ouvintes (uma placa de OpenArray™). 

Este projeto foi aprovado, em forma de adendo (Anexo 1), pelo Comitê de Ética da 

Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, sob Nº 396/2006 (Anexo 2). Todos os 

pacientes incluídos nesta amostra tiveram a sua participação previamente autorizada, 

mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, após terem recebido 

esclarecimento sobre o estudo a ser realizado. 

 

3.2. Metodologia 

 

3.2.1. Escolha das alterações 

 

Após o levantamento bibliográfico das alterações genéticas relacionadas à perda 

auditiva e à população brasileira, foram selecionadas 32 mutações (Tabela 8) com a maior 

frequência na população a ser estudada para a elaboração da placa de OpenArray™ com os 

ensaios. 

Tabela 8. Lista das 32 alterações analisadas utilizando a plataforma TaqMan
®
 OpenArray™ Genotyping. 

Gene Alteração Modificação Proteica Referência 
GJB2 c.283 G>A p.V95M Kelley et al., 1998 

c.339 T>G p.S113R Kelley et al., 1998 
c.279 G>A p.M93I Wu et al., 2002 

c.286 G>A p.W24X Kelsell et al., 1997 
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c.439 G>A p.E147K Murgia PC 
c.617 A>G p.N206S Kenna et al., 2001 
c.385 G>A p.E129K Kenna et al., 2001 
c.109 G>A p.V37I Kelley et al., 1998 
c.269 T>C p.L90P Murgia et al., 1999 
c.550 C>G p.R184W Wilcox et al., 2000 

c.551 G>C p.R184P Denoyelle et al., 1997 
c.516 G>A p.W172X Sartorato et al. 

c.224 G>A p.R75Q Rabionet et al. 

c.101 T>C p.M34T Feldmann et al., 2004 

c.457 G>A p.V153I Hilbert PC 

c.503 A>G p.K168R  

c.35delG Frameshift Zelante et al., 1997 

c.167delT Frameshift Zelante et al., 1997 

c.235delC Frameshift Fuse et al., 1999 

GJB6 c.6013G>T   

OTOF c.2485 C>T p.Q829X Migliosi et al., 2002. 

miR96 c.13 G>A  Mencía et al., 2009 

c.14 C>A  Mencía et al., 2009 

TMC1 c.1939 T>C p.S647P Brownstein et al., 2011 

CRY1L c.1622 T>C   

MT-TS1 m.7445 A>G  Sevior et al., 1998. 

12S rRNA m.1555 A>G  Prezant et al., 1993 

m.827 A>G  Xing et al., 2006 

m.1494 C>T  Zhao et al., 2005 
SLC26A4 c.445 G>A p.G149R de Moraes et al., 2012. 

c.1238 A>G p.Q413R de Moraes et al., 2012. 
c.1826 T>G p.V609G Dossena et al., 2011. 

 

 

3.2.2. Extração do DNA genômico de sangue periférico 

 

A extração de DNA genômico foi realizada a partir de leucócitos obtidos em 10 a 

15mL de sangue periférico, coletado em tubos Vacutainer contendo 10% do anticoagulante 

EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético dissódico 2H2O 0,5 M pH 8,0). Foi empregado o 

método de extração com fenol-clorofórmio, padronizado no Laboratório de Genética 

Molecular Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). 
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Lise das hemácias. Foi adicionada a Solução A (Triton-X 100 a 1%; MgCl2 5mM; 

Sacarose 0,32M; Tris-HCl 10mM pH 8,0) ao sangue coletado, até atingir o volume de 50mL. 

Após homogeneização, o material foi preservado por 30 minutos em gelo. Em seguida, foi 

centrifugado a 2000rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi então descartado e 

adicionou-se 35mL de Solução A ao precipitado (pellet). Esta última operação foi repetida até 

a obtenção de um pellet branco, livre de hemácias. Posteriormente, foi adicionado 1mL da 

solução B 1X (Na2EDTA 20mM; NaCl 20mM; Tris-HCl 20mM pH 8,0) e 250μL de solução C 

[para 1mL de solução C: 0,5mL de solução B 1X, 1mg de Proteinase K (Boerhinger 

Mannheim GmbH, Mannheim, Alemanha) e 0,5mL de SDS 10%]. O material foi incubado em 

banho-maria a 56°C por aproximadamente 2 horas ou a 37ºC por 18 horas em alguns casos. 

Purificação do DNA genômico com fenol-clorofórmio. Adicionou-se 1mL de TE 

1X (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e quantidade suficiente de fenol saturado com 

Tris-HCl 10mM pH 8,0 até dobrar o volume da amostra contida no tubo. Foi realizada a 

homogeneização por inversão lenta dos tubos durante 5 minutos, seguida da separação e da 

recuperação da fase aquosa (sobrenadante), onde o tubo foi centrifugado a 2.500rpm por 15 

minutos à temperatura ambiente. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi passado 

para outro tubo. O procedimento foi repetido por duas vezes, primeiro substituindo o fenol por 

uma solução de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1; v:v:v) e o segundo por uma 

solução clorofórmio:álcool isoamílico (24:1; v:v). 

Precipitação do DNA. Acrescentou-se 0,1 do volume da amostra de acetato de 

sódio 3M, com pH 5,5, e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado. O DNA precipitado foi 

recuperado com auxílio de uma haste plástica esterilizada e lavado com etanol 70%, para a 

retirada do excesso de sal, antes de ser ressuspendido em um volume de 200μL de TE 1X e 
armazenado. 

 

3.2.3. Genotipagem utilizando a plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotying 

 

A utilização da plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping, da Biotrove, Inc., exige 

uma série de passos para que se obtenha ótimos resultados. O experimento foi separado em 

3 partes para melhor entendimento: o pré-bancada, bancada e pós-bancada (Fluxograma 1), 
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onde a atenção é fundamental para todas etapas. Desde o desenho dos ensaios até a 

análise dos resultados é necessária total concentração, uma vez que se está trabalhando 

com uma nova tecnologia e com inúmeros dados e pacientes. 

O total de um set (10 placas) foi customizado para o presente trabalho. Cada placa 

apresentava seu código de barras e um nome próprio, que variava de HKM74 até o HKM84. 

Juntos com as placas de OpenArray™, outros itens estavam presentes no kit, sendo eles: 10 

placas de 384 poços; 10 minipipetas de plástico lacradas contendo 5mL do líquido de 

imersão; 2 seringas contendo 10mL da goma fotossensível para a selagem das placas; 10 

cases de vidro; 2 caixas com ponteiras específicas e o TaqMan® OpenArray™ Genotyping 

Master Mix. 

 

Fluxograma 1. Resumo das etapas do trabalho realizado. Pré-Bancada: Caixas 1 e 2; Bancada: Caixas 3, 4, 

5, 6 e 7; Pós-Bancada: Caixas 8 e 9. 

 

3.2.3.1. Desenho e Síntese dos ensaios 

 

Dentre os layouts disponíveis, foi escolhido o de 32 ensaios / 96 amostras para as 

placas de OpenArray™ do trabalho, contendo dois ensaios por subarray. Nenhuma das 

sequências objetivadas no estudo haviam sido desenhadas anteriormente pela empresa 

1 

•Seleção das mutações 

2 

•Desenho e Síntese dos 
Ensaios 

3 

•Extração de DNA 

4 

•Verificação de 
Concentração e Pureza 
das Amostras 

5 

•Diluição das Amostras 

6 

•Realização do 
Experimento utilizando o 
OpenArray™ 

7 

•Validação dos Resultados 
por demais técnicas 

8 

•Análise e Comparação 
dos Resultados 

9 

•Levantamento das 
vantagens e limitações 
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Applied BioSystems, não constando no banco de dados “Made to order” da mesma. Sendo 

assim, todas as alterações, mutações e SNPs selecionados para a realização dos ensaios 

foram customizados. Para isso, foram selecionadas as 32 sequências onde se encontravam 

as alterações estudadas. Estas foram analisadas no site “Repeat Masker” 

(http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker), do Institute for Systems Biology, 

para verificar se as sequências eram repetitivas em outras partes do mesmo genoma ou em 

outro genomas (mascaramento das sequências). Assim sendo, após a inserção das 

sequências no software, poderia-se obter três resultados de mascaramento (Tabela 9), 

sendo eles: 

 A sequência não ter nenhum local repetitivo no mesmo genoma 

estudado ou em outros genomas. Como resultado, a sequência será apresentada 

da mesma forma que foi inserida e estará pronta para a customização. 

 A sequência apresentar alguns locais repetitivos. Como resposta, o 

software irá trocar as bases repetitivas pela letra “N”, indicando que a base, ou o 

fragmento pode aparecer em outros locais, diminuindo a especificidade do ensaio. 

Ensaios com estas características só serão impedidos de ser customizados caso as 

bases repetitivas estejam presentes na região de confecção dos primers e sondas. 

 Toda a sequência inserida é repetida em algum genoma. Sendo 

assim, o ensaio fica impossibilitado de ser customizado, pois a especificidade dele fica 

extremamente baixa. 

Tabela 9. Esquematização dos possíveis resultados de mascaramento de sequências. 

Sequência a ser mascarada 

ATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGGGTGTGAACAAACACTC 

Possíveis Resultados 

Nenhuma sequência repetitiva Algumas bases repetitivas Todas bases repetitivas 

ATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATC

CTGGGGGGTGTGAACAAACACTC 

ATGGATTGNNNCACGCTGCAGACGANN

CTNGGGGGTGTGAACAANNACTC 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

N = Base repetitiva presente no mesmo ou em outros genomas. 

 

Após o mascaramento, foi verificado que nenhuma das sequências, que continham 

de 281 a 626 pb, mostraram-se ser repetitiva no mesmo genoma a ser estudado (genoma 

humano) ou em qualquer outro.  Para enviar as sequências para a customização, foram 
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adicionadas as alterações alélicas a serem estudadas, todas entre colchetes precisamente 

no local da variação (Tabela 10). A representação das alterações alélicas a ser enviadas 

obedece o padrão [X/Y], onde o X representa a base da sequência normal e o Y a troca. 

Para deleções, o padrão utilizado foi [X/*]. 

Tabela 10. Alterações e sequências selecionadas para o estudo utilizando a plataforma TaqMan
®
 

OpenArray™ Genotyping. 

Gene Ensaio Alteração Sequência 

Tamanho 

da 

sequência 

utilizada 

GJB2 
 

c.35delG [G/*] 
 

ATACATTTAATCCTATGACAAACTAAGTTGGTTCTGTCTTCAC
CTGTTTTGGTGAGGTTGTGTAAGAGTTGGTGTTTGCTCAGGA
AGAGATTTAAGCATGCTTGCTTACCCAGACTCAGAGAAGTCT
CCCTGTTCTGTCCTAGCTAGTGATTCCTGTGTTGTGTGCATTC
GTCTTTTCCAGAGCAAACCGCCCAGAGTAGAAGATGGATTGG
GGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGG[G/*]TGTGAACAAACAC
TCCACCAGCATTGGAAAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATT
TTTCGCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGG
GGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCC
AGGCTGCAAGAACGTGTGCTACGATCA 

403 

c.167delT [T/*] ATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGGGTGTGAA
CAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGATCTGGCTCACCGTCCT
CTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCAAAGGAG
GTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCC[T
/*]GCAGCCAGGCTGCAAGAACGTGTGCTACGATCACTACTTC
CCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTC
GTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTA
CCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGGGGAGA
TAAAG 

336 

c.235delC [C/*] CTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCGTT
GTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTT
TGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGGCTGCAAGAACGTGTGCT
ACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCC[
C/*]TGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGG
CCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAG
TTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTAAGGACATCGAG
GAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGCATCGAAGGCTCCCTGTG
GTGGA 

335 

c.283G>A 
(p.V95M) 
rs104894821 
 

[G/A] 
 

CCAGCATTGGAAAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTC
GCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGA
GATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGG
CTGCAAGAACGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCA
CATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGC
CAGCGCTCCTAGTGGCCATGCAC[G/A]TGGCCTACCGGAGAC
ATGAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGT
GAATTTAAGGACATCGAGGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGC
ATCGAAGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTC
TTCCGGGTCATCTTCGAAGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTAT
GTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTG
CAACGCCTGGCCTTGTCCCAACACTGTGGACTGCTTTGTGTC
CCGGCCCACGGA 

508 

c.339T>G  
(p.S113R) 
 

[T/G] 
 

CAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGC
AACACCCTGCAGCCAGGCTGCAAGAACGTGTGCTACGATCA
CTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCT
GATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACG
TGGCCTACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAG
GGGGAGATAAAGAG[T/G]GAATTTAAGGACATCGAGGAGATC
AAAACCCAGAAGGTCCGCATCGAAGGCTCCCTGTGGTGGAC
CTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGAAGCCGC
CTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATG

439 
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CAGCGGCTGGTGAAGTGCAACGCCTGGCCTTGTCCCAACAC
TGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCAC 

c.279G>A 
(p.M93I) 
 

[G/A] 
 

ATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCG
TTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGAC
TTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGGCTGCAAGAACGTGTGC
TACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCC
CTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGC
CAT[G/A]CACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAA
GTTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTAAGGACATCGA
GGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGCATCGAAGGCTCCCTGT
GGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCG
AAGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCT
TCTCC 

420 

c.71G>A  
(p.W24X)  
rs104894396 
 

[G/A] 
 

TTGTGTAAGAGTTGGTGTTTGCTCAGGAAGAGATTTAAGCAT
GCTTGCTTACCCAGACTCAGAGAAGTCTCCCTGTTCTGTCCT
AGCTAGTGATTCCTGTGTTGTGTGCATTCGTCTTTTCCAGAGC
AAACCGCCCAGAGTAGAAGATGGATTGGGGCACGCTGCAGA
CGATCCTGGGGGGTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGA
AAGATCT[G/A]GCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGAT
CCTCGTTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGG
CCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGGCTGCAAGAAC
GTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTA
TGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACG 

404 

c.439G>A 
(p.E147K)  
 

[G/A] 
 

TTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGC
CTACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGGGG
AGATAAAGAGTGAATTTAAGGACATCGAGGAGATCAAAACCC
AGAAGGTCCGCATCGAAGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACA
AGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTC[G/A]AAGCCGCCTTCA
TGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGC
GGCTGGTGAAGTGCAACGCCTGGCCTTGTCCCAACACTGTG
GACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGAAGACTGTCTTCACA
GTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGAATTTGC 

360 

c.617A>G 
(p.N206S) 
 

[A/G] 
 

CCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCT
CCATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCAACGCCTGGCCTTGTCCC
AACACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGAAGAC
TGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGAATTTGCATC
CTGCTGA[A/G]TGTCACTGAATTGTGTTATTTGCTAATTAGATA
TTGTTCTGGGAAGTCAAAAAAGCCAGTTTAACGCATTGCCCA
GTTGTTAGATTAAGAAATAGACAGCATGAGAGGGATGAGGCA
ACCCGTGCTCAGCTGTCAAGGCTCAGTCGCTAGCATTTCCCA
ACACAAAGATTCTGACCTTAAATGCAACCATTTGAAACCCCTG
TAGGCCTCAGGTGAAACTCCAGATGCCACAATGGAGCTCTGC
TC 

421 

c.385G>A  
(p.E129K) 
 

[G/A] 
 

GAACGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCG
GCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGC
TCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAG
AAGAGGAAGTTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTAAG
GACATCGAGGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGCATC[G/A]AA
GGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGG
GTCATCTTCGAAGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGT
ACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCAACGCC
TGGCCTTGTCCCAACACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCC
ACGGAGAAGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCT
GGAATTTGCATCCTGCTGAATGTCAC 

441 

c.109G>A 
(p.V37I) 
rs72474224 
 

[G/A] 
 

ATTTAAGCATGCTTGCTTACCCAGACTCAGAGAAGTCTCCCT
GTTCTGTCCTAGCTAGTGATTCCTGTGTTGTGTGCATTCGTCT
TTTCCAGAGCAAACCGCCCAGAGTAGAAGATGGATTGGGGC
ACGCTGCAGACGATCCTGGGGGGTGTGAACAAACACTCCAC
CAGCATTGGAAAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCG
CATTATGATCCTC[G/A]TTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGG
AGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAG
GCTGCAAGAACGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCC
ACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGATC 

360 

c.79G>A 
(p.V27I) 
 

[G/A] 
 

TAAGAGTTGGTGTTTGCTCAGGAAGAGATTTAAGCATGCTTG
CTTACCCAGACTCAGAGAAGTCTCCCTGTTCTGTCCTAGCTA
GTGATTCCTGTGTTGTGTGCATTCGTCTTTTCCAGAGCAAACC
GCCCAGAGTAGAAGATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATC
CTGGGGGGTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGAT
CTGGCTCACC[G/A]TCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTC
GTTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGA
CTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGGCTGCAAGAACGTGTG
CTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGC
CCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGG

441 
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CCATGCACGTGGCCTACCGGAGACAT 
c.269T>C 
(p.L90P) 
rs80338945 
 

[T/C] 
 

GTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCT
GCAGCCAGGCTGCAAGAACGTGTGCTACGATCACTACTTCCC
CATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGT
GTCCACGCCAGCGCTCC[T/C]AGTGGCCATGCACGTGGCCTA
CCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGGGGAGA
TAAAGAGTGAATTTAAGGACATCGAGGAGATCAAAACCCAGA
AGGTCCGCATCGAAGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAAGC
AGCATCTTCTTC 

300 

c.550C>G 
(p.R184W) 
 

[C/G] AAGTTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTAAGGACATC
GAGGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGCATCGAAGGCTCCCT
GTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTT
CGAAGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGG
CTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCAACGCCTGGCCTT
GTCCCAACACTGTGGACTGCTTTGTGTCC[C/G]GGCCCACGG
AGAAGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGAA
TTTGCATCCTGCTGAATGTCACTGAATTGTGTTATTTGCTAAT
TAGATATTGTTCTGGGAAGTCAAAAAAGCCAGTTTAACGCATT
GCCCAGTTGTTAGATTAAGAAATAGACAGCATGAGAGGGATG
AGGCAACCCGTGCTCAGCTGTCAA 

441 

c.551G>C 
(p.R184P) 
 

[G/C] 
 

AAGTTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTAAGGACATC
GAGGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGCATCGAAGGCTCCCT
GTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTT
CGAAGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGG
CTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCAACGCCTGGCCTT
GTCCCAACACTGTGGACTGCTTTGTGTCCC[G/C]GCCCACGG
AGAAGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGAA
TTTGCATCCTGCTGAATGTCACTGAATTGTGTTATTTGCTAAT
TAGATATTGTTCTGGGAAGTCAAAAAAGCCAGTTTAACGCATT
GCCCAGTTGTTAGATTAAGAAATAGACAGCATGAGAGGGATG
AGGCAACCCGTGCTCAGCTGTCAA 

441 

c.516G>A 
(p.W172X) 
 

[G/A] 
 

GTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACC
GGAGACATGAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGGGGAGATA
AAGAGTGAATTTAAGGACATCGAGGAGATCAAAACCCAGAAG
GTCCGCATCGAAGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAAGCAG
CATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGAAGCCGCCTTCATGTACGT
CTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGT
GAAGTGCAACGCCTG[G/A]CCTTGTCCCAACACTGTGGACTG
CTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGAAGACTGTCTTCACAGTGTT
CATGATTGCAGTGTCTGGAATTTGCATCCTGCTGAATGTCACT
GAATTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGAAGTCAA
AAAAGCCAGTTTAACGCATTGCC 

439 

c.224G>A 
(p.R75Q) 
rs28931593 
 

[G/A] 
 

ATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCG
TTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGAC
TTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGGCTGCAAGAACGTGTGC
TACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCC[G/A]GCTATGGG
CCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTG
GCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAA
GTTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTAAGGACATCGA
GGAGATCAAA 

300 

c.101T>C 
(p.M34T) 
rs35887622 
 
 

[T/C] ATTCCTGTGTTGTGTGCATTCGTCTTTTCCAGAGCAAACCGC
CCAGAGTAGAAGATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCT
GGGGGGTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGATCT
GGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTA[T/C]GATCCTCGTT
GTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTT
TGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGGCTGCAAGAACGTGTGCT
ACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCC
TGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCC
ATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAG 

360 

c.457G>A 
(p.V153I) 
 

[G/A] CGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCT
ATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCC
TAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGAAG
AGGAAGTTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTAAGGAC
ATCGAGGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGCATCGAAGGCTC
CCTGTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGTCAT
CTTCGAAGCCGCCTTCATGTAC[G/A]TCTTCTATGTCATGTAC
GACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCAACGCCTG
GCCTTGTCCCAACACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCAC
GGAGAAGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGG
AATTTGCATCCTGCTGAATGTCACTGA 

441 

c.503A>G 
(p.K168R) 

[A/G] TCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCC
TACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGGGGA
GATAAAGAGTGAATTTAAGGACATCGAGGAGATCAAAACCCA

439 
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 GAAGGTCCGCATCGAAGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAA
GCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGAAGCCGCCTTCATGT
ACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGC
TGGTGA[A/G]GTGCAACGCCTGGCCTTGTCCCAACACTGTGG
ACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGAAGACTGTCTTCACAG
TGTTCATGATTGCAGTGTCTGGAATTTGCATCCTGCTGAATGT
CACTGAATTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGAAG
TCAAAAAAGCCAGTTTAACGCAT 

OTOF 
 

c.2485C>T 
(p.Q829X)  
rs80356593 
 

[C/T] 
 

TCGCCCTACCCCCAGCCGCTTCCTCTCCCTCGCTGACAAGG
ACCAGGGCCACTCATCCCGCACCAGGCTTGACCGGGAGCGC
CTCAAGTCCTGCATGAGGGAGCTGGTGAGGACGCAACTGGA
CGGCGGGGGCTGGAGGGAGGGCCTGGTTGTGAGAAGGTGT
CACAACCCCCTTTGTCATGGCCCGAGCTGTCCCCCAGTTGCT
GGGTTCACTGACACCCCCTCCTTCGCAGGAAAACATGGGGC
AGCAGGCCAGGATGCTGCGGGCCCAGGTGAAGCGGCACAC
GGTGCGGGACAAGCTGAGGCTGTGC[C/T]AGAACTTCCTGCA
GAAGCTGCGCTTCCTGGCGGACGAGGTGCGGCCCAAGGGG
TCGGGGCTTTGCCTCATCCAGGGCTGGCTCTCTGGGGCCCC
TCAGGATCAGGGGGCTCAATCAGGAGGCTAGACCCCCTTAC
CCACTGCCCCTGGCCACCCCCCAACCCCCAGCCCCAGCACA
GCATTCCCGACATCTTCATCTGGATGATGAGCAACAACAAGC
GTGTCGCCTATGCCCGTGTGCCCTCCAAGGACCTGCTCTTCT
CCATCGTGGAGGAGGAGACTGGCAAGGACTGCGCCAAGGTC
AAGACGCTCTTCC 

626 

niR96 
 

c.13G>A 
 

[G/A] 
 

CTTACCCACTTCTGCCTTGAGTGCTCCTAGACGTCGGAAACA
GGCTGCTTCCAAGGGTGCAGGGATGCAAGGCCCCTCGTCCA
GTGTGTCCCCAGAGAGCCCGCACCAGTGCCATCTGCTTGGC
CGATTTTG[G/A]CACTAGCACATTTTTGCTTGTGTCTCTCCGC
TCTGAGCAATCATGTGCAGTGCCAATATGGGAAAAGCAGGAC
CCGCAGCTGCGTCCGCCTCCCCTGCATCCTTGTGTCAGGGC
CCCAGCCTGCTCCTCCTCAAGGCCTCCTCACCGC 

281 

c.14C>A 
 

[C/A] CTTACCCACTTCTGCCTTGAGTGCTCCTAGACGTCGGAAACA
GGCTGCTTCCAAGGGTGCAGGGATGCAAGGCCCCTCGTCCA
GTGTGTCCCCAGAGAGCCCGCACCAGTGCCATCTGCTTGGC
CGATTTTGG[C/A]ACTAGCACATTTTTGCTTGTGTCTCTCCGC
TCTGAGCAATCATGTGCAGTGCCAATATGGGAAAAGCAGGAC
CCGCAGCTGCGTCCGCCTCCCCTGCATCCTTGTGTCAGGGC
CCCAGCCTGCTCCTCCTCAAGGCCTCCTCACCGC 

281 

TMC1 
 

c.1939T>C 
(p.S647P) 
rs138527651 
 

[T/C] 
 

GATGGGCTCCTTCTTTGCTCCCAGCCTCCCAGGCATCAATAT
CCTTCGACTCCATACATCCATGTACTTCCAGTGCTGGGCCGT
TATGTGCTGCAATGTTCCTGAGGCCAGGGTCTTCAAAGCTTC
CAGATCAAATAACTTCTACCTGGGCATGCTACTGCTCATCCTC
TTCCTG[T/C]CCACAATGCCTGTCTTGTACATGATCGTGTCCC
TCCCACCATCTTTTGATTGTGGTCCATTCAGGTCTCTTGCTTT
TGAAATTTGACTCAGGCATCGTGTTCTTTCGGGGGTGGAGGT
GGGAATGGTCATTCA 

309 

GJB6 
 

c.6013G>T 
rs11843171 
 

[G/T] GCTTCCGAGAAACTTGTGAAATGCTGATGACAATAGCGTGGA
CGACAGTAATTAAAAGTAATTGGCGACACATCTTAGTTAAAAC
GTGCAGGCACCAGAAGGCACTTCCTGTCGGTGAAGAAGACC
TGTCTCCGGTGTCACGGGCATCCTGTGTTTTGCAAACGGGG
CTGACCTCCCTTCCTGGGGAGCAGGAAGGGTCA[G/T]GGTGA
GTGTGGCCTGCCCGCAGCTCTGCACTCCCGGAGGGGTTAGG
GACCTGCAACCAGGCGGGGACACTGGCCCAGCGACCTCAGT
GTCCCCTGGGTGGGCGTGCACTCTGTTTAGTGTCTGATTGAA
CGTAACCGTGCCGGGTTGTTCTTTTCCCTCAAGTAGACTTTAT
GCCATACAGCTATTTTCTTGCCCCAGTT 

401 

CRYL1 
 

c.1622T>C 
rs144457142 
 

[T/C]   
 

CTTCCAGAATTCTGCACTGCCAAATTAACACTTAGGTTAAATG
AGATGACACCCCTTCTTTTATAAACAGAGTACCCATCCGTTAA
TTTCAGATGCTAATGTCAGAAAAGTTGGTATGTTTGAGTCTTT
TACCCTTCAAAACCATTTTGGGGGAAATTTTAACACACTGAGA
GAGAAGAAC[T/C]ATTTGAAGCAAATAAATTGCAACCCAATGA
TTTTAGGCTTTCAAATCAGCATAGGTCAATCAAAACTAAACCC
CAAAGATGATGTTTGTTTATTTTTTGCTTTTTGAGCGTATCTAG
TACCGATGGTTCGTATTTTAACTTAATCATCCACGGTTTTTGT
GGGGAGTGGGAAGCTGAGCTGGG 

365 

SLC26A4 

 
c.445G>A 
(p.G149R) 
 

[G/A] 
 

CTTCCCACCTCAGTCTCCCAAAGTGCTGCGGTTACAGATGTG
AGCCACTGGGTCCGGCTCAGCTTCTTTCGTGAACAAACAATA
TTTTCCTAGTCACAGCTAAATCTTTTATACATTTTTTAAACCCT
ATGCAGACACATTGAACATTTGTGATTAATAACTGATTAATTG
TTAGAGACTTTTTTTCCCCAGGACCTTTTCCAGTGGTGAGTTT
AATGGTG[G/A]GATCTGTTGTTCTGAGCATGGCCCCCGACGA
ACACTTTCTCGTATCCAGCAGCAATGGAACTGTATTAAATACT
ACTATGATAGACACTGCAGCTAGAGATACAGCTAGAGTCCTG

405 
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ATTGCCAGTGCCCTGACTCTGCTGGTTGGAATTATACAGGTA
ATGAACTTACAAGTAAAATATAGAT 

c.1238A>G 
(p.Q413R) 
 

[A/G] 
 

GAGTAGGCATGGGAGTTTTCATTCTTAATGTACTTCCTGAAAT
ACTCAGCGAAGGTCTTGCAAAGATTCAATTTGTAGGATCGTT
GTCATCCAGTCTCTTCCTTAGGAATTCATTGCCTTTGGGATCA
GCAACATCTTCTCAGGATTCTTCTCTTGTTTTGTGGCCACCAC
TGCTCTTTCCCGCACGGCCGTCC[A/G]GGAGAGCACTGGAG
GAAAGACACAGGTAGGAACAACAGCCTTATGATATCCATCTC
AGAGAACAAGTCGAGGAATGGCAACAGAGGAAGGCTCGCAC
CGAGCTTAGCAGGACAATTTGCCTTTCAGACTTGTACTTCCTA
ATCTGATTCACCTCAGGCCTATTCCTCTTGTTCCACTCCCTCA
CCTGAAATCTCTTAAAAAACAACATGTA 

406 

c.1826T>G 
(p.V609G) 
 

[T/G] 
 

CTTCTGGCCAGTGTATTTCTTGGCAAAGTTCCACAATCATCCA
GAAAACAAAAGTTTCCTGGCTCCTCTGTTCTCCCAGTTTTCTT
CCTAGACAACATCAAAGTTTGGGCTGAGGTGAAACCCATCCT
TAAAAATTCATCTCCTTGATGTCTTGCTTACCAAGGAACAGTG
TGTAGGTCTTTTGGATAATTTGATATGAATGGTTGAAAGATTT
CAAATCTTTGACAATTAAGTTGACAGTGTTTTCTTCGTTTAGAA
TGGCATCATAAGTGATGCTG[T/G]TTCAACAAATAATGCTTTTG
AGCCTGATGAGGATATTGAAGATCTGGAGGAACTTGATATCC
CAACCAAGGAAATAGAGATTCAAGTGGATTGGAACTCTGAGC
TTCCAGTCAAAGTGAACGTTCCCAAAGTGCCAATCCATAGCC
TTGTGCTTGACTGTGGAGCTATATCTTTCCTGGACGTTGTTG
GAGTGAGATCACTGCGGGTGGTAAGGTTCTGGTTTTCTGAAT
TATACATTTGGAGCTTTGGC 

529 

12S rRNA  
(MT-RNR1) 
 

m.1555A>G 
 

[A/G] 
 

AGTAGAGTGCTTAGTTGAACAGGGCCCTGAAGCGCGTACAC
ACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTATACTTCAAAGGACATTTA
ACTAAAACCCCTACGCATTTATATAGAGGAG[A/G]CAAGTCGT
AACATGGTAAGTGTACTGGAAAGTGCACTTGGACGAACCAGA
GTGTAGCTTAACACAAAGCACCCAACTTACACTTAGGAGATTT
CAACTTAACTTGACCGCTCTGAGCTAAACCTAGCCCCAAACC
CACTCCACCTTACTACCAGACAACCTTAGCCAAACCATTTACC
CAAATAA 

300 

m.827A>G 
 

[A/G] 
 

TCACCCTCTAAATCACCACGATCAAAAGGAACAAGCATCAAG
CACGCAGCAATGCAGCTCAAAACGCTTAGCCTAGCCACACCC
CCACGGGAAACAGCAGTGATTA[A/G]CCTTTAGCAATAAACGA
AAGTTTAACTAAGCTATACTAACCCCAGGGTTGGTCAATTTCG
TGCCAGCCACCGCGGTCACACGATTAACCCAAGTCAATAGAA
GCCGGCGTAAAGAGTGTTTTAGATCACCCCCTCCCCAATAAA
GCTAAAACTCACCTGAGTTGTAAAAAACTCCAGTTGACACAAA
ATAGAC 

300 

m.1494C>T 
 

[C/T] 
 

AAAACTACGATAGCCCTTATGAAACTTAAGGGTCGAAGGTGG
ATTTAGCAGTAAACTAAGAGTAGAGTGCTTAGTTGAACAGGG
CCCTGAAGCGCGTACACACCGCCCGTCAC[C/T]CTCCTCAAG
TATACTTCAAAGGACATTTAACTAAAACCCCTACGCATTTATAT
AGAGGAGACAAGTCGTAACATGGTAAGTGTACTGGAAAGTGC
ACTTGGACGAACCAGAGTGTAGCTTAACACAAAGCACCCAAC
TTACACTTAGGAGATTTCAACTTAACTTGACCGCTCTGAGCTA
AACCTA 

300 

MT-TS1  
[tRNA 
Ser 
(UCN)] 

 

m.7445A>G 
 

[A/G] 
 

GAGAAGCCTTCGCTTCGAAGCGAAAAGTCCTAATAGTAGAAG
AACCCTCCATAAACCTGGAGTGACTATATGGATGCCCCCCAC
CCTACCACACATTCGAAGAACCCGTATACATAAAATCTAG[A/G
]CAAAAAAGGAAGGAATCGAACCCCCCAAAGCTGGTTTCAAG
CCAACCCCATGGCCTCCATGACTTTTTCAAAAAGGTATTAGAA
AAACCATTTCATAACTTTGTCAAAGTTAAATTATAGGCTAAATC
CTATATATCTTAATGGCACATGCAGCGCAAGTAGGTCTACAA
GACGCTACTTCCCCTATCATAGAAGAGCTTATCACCTTTCATG
ATCACGCCCTCATAATCATTTT 

260 

 

As 32 sequências foram inseridas no software Custom TaqMan® Genomic Assays - 

File Builder Version 3.1 (Applied BioSystems), no qual foi gerado um arquivo na extensão 

„.txt‟ contendo todos os dados dos ensaios. Posteriormente, este arquivo foi enviado para a 

Applied BioSystems via e-mail com as demais descrições do ensaio para a customização das 

placas de OpenArray™. 
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Após a verificação, feita pela empresa, das sequências e a validação das mesmas 

para a realização dos ensaios, foram elaborados os ensaios contendo um par de primers em 

comum e duas sondas, uma contendo a sequência normal, sendo marcada com o fluoróforo 

VIC® e outra contendo a sequência mutante, juntamente com o fluoróforo FAM® (Tabela 11). 

Estas informações foram entregues pela empresa em um CD (Compact Disc), contendo a 

informação de cada uma das 10 placas customizadas. Os 10 arquivos (HKM74 ao HKM84) 

eram da extensão .spf (SNP Plate File). Outros 2 arquivos, contendo as informações gerais 

dos ensaios, como sequência dos primers, das sondas, etc., também estavam presente no 

CD, sendo um deles em .pdf (Portable Document Format) e outro na extensão .txt (Text File). 

 

3.2.3.2. Verificação de Concentração e Pureza das Amostras e Diluição 

 

A reprodutibilidade, acurácia e precisão da técnica TaqMan® OpenArray™ está 

intimamente relacionada à integridade das amostras (verificada em gel de agarose), à 

concentração correta e a pureza das amostras. Para isso, utilizou-se o NanoDrop® 8000 

(Thermo Scientific) para verificação de pureza e o Qubit® 2.0 Fluorometer para obter a 

concentração das amostras. 

Tanto a visualização da pureza quanto a quantificação foram feitas em triplicata, 

utilizando a média dos três resultados como o valor a ser considerado para os cálculos nas 

diluições. Todos os valores foram tabulados em uma planilha criada no software Microsoft® 

Office Excel® e tiveram as valores médios obtidas através das fórmulas de cálculos de 

médias. Toda esta precisão foi necessária pois, para a realização do experimento, eram 

necessárias 250 cópias haplóides do DNA do indivíduo, e isto só é obtido caso as amostras 

apresentem as características citadas acima relacionadas a integridade, pureza e 

concentração. 
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Tabela 11. Detalhes da sequência, primers e sondas presentes nas placas de genotipagem de OpenArray™. 

Ensaio 

Posição 

no 

SubArray 

Nome do 

Primer F 
Sequência do Primer F 

Nome do 

Primer R 
Sequência do Primer R Sequência sonda VIC® Sequência sonda FAM® 

p.V95M A01 V95M_F CGCCAGCGCTCCTAGTG V95M_R CCCTTGATGAACTTCCTCTTCTTCT CATGCACGTGGCCTA CCATGCACATGGCCTA 

p.L90P A02 L90P_F CCCTGCAGCTGATCTTCGT L90P_R CGGTAGGCCACGTGCAT AGCGCTCCTAGTGGCC CGCTCCCAGTGGCC 

p.Q829X A03 Q829X_F CGGTGCGGGACAAGCT Q829X_R CCTCGTCCGCCAGGAA AGGAAGTTCTGGCACAGC AGGAAGTTCTAGCACAGC 

p.Q413R A04 Q413R_F TGGCCACCACTGCTCTTTC Q413R_R GTTGTTCCTACCTGTGTCTTTCCT CAGTGCTCTCCTGGACGG AGTGCTCTCCCGGACGG 

p.S113R B01 S113R_F GGAGACATGAGAAGAAGAGGAAGTT S113R_R CGGACCTTCTGGGTTTTGATCTC ATGTCCTTAAATTCACTCTTT ATGTCCTTAAATTCCCTCTTT 

p.R184W B02 R184W_F GGCCTTGTCCCAACACTGT R184W_R ACTGCAATCATGAACACTGTGAAGA CTTTGTGTCCCGGCCCA TTTGTGTCCGGGCCCA 

miR96-13 B03 MiR96-13_F CGCACCAGTGCCATCTG MiR96-13_R AGCGGAGAGACACAAGCAAAA CCGATTTTGGCACTAGC CCGATTTTGACACTAGC 

p.V609G B04 V609G_F GTGTTTTCTTCGTTTAGAATGGCATCA V609G_R TCCTCATCAGGCTCAAAAGCATT AAGTGATGCTGTTTCAACA TGATGCTGGTTCAACA 

p.M93I C01 M93I_F CCCTGCAGCTGATCTTCGT M93I_R CCCTTGATGAACTTCCTCTTCTTCT TAGTGGCCATGCACGTG CTAGTGGCCATACACGTG 

p.R184P C02 R184P_F GGCCTTGTCCCAACACTGT R184P_R ACTGCAATCATGAACACTGTGAAGA TTGTGTCCCGGCCCAC TTGTGTCCCCGCCCAC 

miR96-14 C03 MiR96-14_F CGCACCAGTGCCATCTG MiR96-14_R AGCGGAGAGACACAAGCAAAA TGTGCTAGTGCCAAAAT ATGTGCTAGTTCCAAAAT 

c.35delG C04 35delG_F GCCCAGAGTAGAAGATGGATTGG 35delG_R TGAGCCAGATCTTTCCAATGCT TGTTTGTTCACACCCCCCA TGTTTGTTCACACCCCCA 

p.W24X D01 W24X_F CACGCTGCAGACGATCCT W24X_R CACAACGAGGATCATAATGCGAAAA TTGGAAAGATCTGGCTCAC TTGGAAAGATCTAGCTCAC 

p.W172X D02 W172X_F CAGCGGCTGGTGAAGTG W172X_R CACAAAGCAGTCCACAGTGTTG AACGCCTGGCCTTGT AACGCCTGACCTTGT 

m.1555A>G D03 A1555G_F GACATTTAACTAAAACCCCTACGCATT A1555G_R GTCCAAGTGCACTTTCCAGTACA ATGTTACGACTTGTCTCCTC ACGACTTGCCTCCTC 

c.167delT D04 167delT_F GAGCAGGCCGACTTTGTCT 167delT_R TCGTAGCACACGTTCTTGCA AACACCCTGCAGCCAG ACACCCGCAGCCAG 

p.E147K E01 E147K_F ACCTACACAAGCAGCATCTTCTTC E147K_R GAAGCCGTCGTACATGACATAGA TCATCTTCGAAGCCGC TCATCTTCAAAGCCGC 

p.R75Q E02 R75Q_F CTACGATCACTACTTCCCCATCTC R75Q_R GGCGTGGACACGAAGATCA CCACATCCGGCTATG CCACATCCAGCTATG 

c.235delC E04 235delC_F ACTACTTCCCCATCTCCCACATC 235delC_R CTGGCGTGGACACGAAGA AGCTGCAGGGCCCA CAGCTGCAGGCCCA 

p.N206S F01 N206S_F TGTTCATGATTGCAGTGTCTGGAA N206S_R TTTTGACTTCCCAGAACAATATCTAATTAGCA TCCTGCTGAATGTCAC TCCTGCTGAGTGTCAC 

p.M34T F02 M34T_F GGCTCACCGTCCTCTTCATTTT M34T_R CCCCACACCTCCTTTGCA ACGAGGATCATAATGC ACGAGGATCGTAATGC 

m.1494C>T F03 C1494T_F CCCTGAAGCGCGTACACA C1494T_R ACCATGTTACGACTTGTCTCCTCTATAT ACTTGAGGAGGGTGACG ACTTGAGGAGAGTGACG 

c.1393T>C F04 T1393C_F CTTCTACCTGGGCATGCTACTG T1393C_R GGGACACGATCATGTACAAGACA TCCTCTTCCTGTCCACAAT CTCTTCCTGCCCACAAT 

p.E129K G01 E129K_F GAGGAGATCAAAACCCAGAAGGT E129K_R AAGAAGATGCTGCTTGTGTAGGT CGCATCGAAGGCT CGCATCAAAGGCT 

p.V153I G02 V153I_F CTTCTTCCGGGTCATCTTCGAA V153I_R GAGAAGCCGTCGTACATGACAT CCTTCATGTACGTCTTCT CTTCATGTACATCTTCT 

m.7445A>G G03 A7445G_F CACACATTCGAAGAACCCGTATACA A7445G_R TTGGCTTGAAACCAGCTTTGG CTTCCTTTTTTGTCTAGATTT CCTTTTTTGCCTAGATTT 

rs11843171 G04 rs11843171_F GGGCTGACCTCCCTTCCT rs11843171_R CCGGGAGTGCAGAGCTG CACACTCACCCTGACCC CACTCACCATGACCC 

p.V37I H01 V37I_F GGCTCACCGTCCTCTTCATTTT V37I_R CCCCACACCTCCTTTGCA ATTATGATCCTCGTTGTGGC ATTATGATCCTCATTGTGGC 

p.K168R H02 K168R_F CGACGGCTTCTCCATGCA K168R_R CACAAAGCAGTCCACAGTGTTG CGTTGCACTTCACC CGTTGCACCTCACC 

p.G149R H03 G149R_F CAGGACCTTTTCCAGTGGTGAG G149R_R GCTGCTGGATACGAGAAAGTGTT TTTAATGGTGGGATCTGT TTTAATGGTGAGATCTGT 

rs144457142 H04 144457142_F TTGGTATGTTTGAGTCTTTTACCCTTCA 144457142_R GAAAGCCTAAAATCATTGGGTTGCA TTGCTTCAAATAGTTCTTC CTTCAAATGGTTCTTC 
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3.2.3.2.1. Verificação da pureza através do Nanodrop® 8000 

 

Para início, foi feito a limpeza dos slots do Nanodrop® 8000 (Figura 17) com 2µL de 

água ultrapura e a leitura do branco no equipamento utilizando 2µL de TE 1X por slot. A 

releitura do branco foi refeita sempre que solicitado pelo software. Em seguida, os tubos 

contendo as amostras foram agitados por um vórtex para homogeneizar o conteúdo. Utilizou-

se um total de 6µL de cada amostra para a verificação da pureza, sendo este valor dividido 

em 3 alíquotas de 2µL (triplicata). Para uma ótima pureza, os valores da razão A260/280 

deveriam estar entre 1,8 e 2,0, podendo se considerar amostras com valor de 1,7. Após a 

leitura e o cálculo da média dos valores, notou-se que mais de 97% das amostras 

apresentaram valores entre 1,7 e 2,0, não necessitando de mais uma etapa de purificação. 

Já as amostras que apresentaram valores inferiores a 1,7 foram utilizadas nas mesmas 

condições para verificar a capacidade da plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping de 

realizar as reações com tais níveis. 

 

Figura 17. Nanodrop® 8000, utilizado para a análise das purezas das amostras (Retirado do site: 

<www.nanodrop.com/Productnd8000overview.aspx?AspxAutoDetectCookieSupport=1>). 

 

3.2.3.2.2. Verificação da concentração através do Qubit® 2.0 Fluoremeter 

 

Todas amostras foram homogeneizadas utilizando um vórtex e 1µL de cada foi 

transferida, em triplicata, para tubos de 0,5µL da Axygen® PCR-05-C (VWR, part no. 10011-

830). Em seguida, foi adicionado 199µL de Working Solution do Qubit® Assay Kit dsDNA 

Broad Range Assay (Invitrogen). Esta solução (Working Solution) é composta de uma 

diluição de 1:200 do reagente Qubit® no tampão Qubit®, ambos presentes no kit. Além das 
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amostras, foram feitos 2 controles padrões. Para isso, dois novos tubos de 0,5µL da Axygen® 

PCR-05-C foram separados e identificados, um para o Padrão 1 (menor concentração 

detectada pelo kit) e outro para o Padrão 2 (maior concentração detectável pelo kit). Em cada 

tubo, foi adicionado 190µL de Working Solution, mais 10µL do reagente Padrão 1 para um 

tubo e 10µL do reagente Padrão 2 para outro tubo. Após o preparo dos padrões e das 

amostras, todos tubos apresentavam 200µL de volume final. 

Em seguida, todos os tubos foram homogeneizados e incubados por 2 minutos à 

temperatura ambiente e protegidos da luz natural e/ou artificial. Para a quantificação das 

amostras, foram primeiramente mensurados os valores dos padrões e em seguida foi 

realizada a leitura, uma de cada vez, de todas as amostras em triplicatas. Os valores, já 

calculados pelo próprio Qubit® 2.0 Fluoremeter (Figura 18), foram dados na concentração de 

ng/µL. 

 

Figura 18. Qubit
®
 2.0 Fluoremeter, utilizado para a análise da concentração das amostras (Retirado do 

site: <www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Product-Brand/Qubit/qubitfluorometer.html>). 

 

3.2.3.3. Diluições das amostras 

 

Todas amostras apresentaram valores de concentração superior a 50ng/µL, sendo 

necessário a realização de simples diluições. O volume final das diluições foi de 20µL. Para 

cálculos, foi utilizada a fórmula de simples diluições C1.V1=C2.V2, onde C1 e V1 são as 

concentrações e volumes iniciais, respectivamente. As variáveis C2 e V2 refere-se às 

concentrações e volumes finais, que obedeceram os valores de 50ng/µL e 20µL, 

respectivamente. 
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Após os cálculos, o volume inicial (V1) calculado foi transferido para tubos de 0,2µL 

da empresa Axygen® PCR-02-C, sendo completado até o volume final de 20µL com TE 1X. 

Sendo assim, todas amostras foram uniformemente quantificadas e diluídas a 50ng/µL. 

 

3.2.3.4. Realização dos experimentos utilizando o a plataforma TaqMan® 

OpenArray™ Genotyping 

 

3.2.3.4.1. Preparo de amostras 

 

Em uma placa de 384 poços, foram misturados, manualmente, 2µL da amostra 

devidamente quantificados e diluídos e 2µL do TaqMan® OpenArray™ Master Mix em cada 

poço previamente identificado de acordo com o estipulado pela empresa (Figura 19). Em 

seguida, a placa foi selada com o adesivo de selagem da Thermo Scientific® para evitar 

evaporação da mistura Amostra/Master Mix. 

 

Figura 19. Esquema de distribuição das amostras na placa de 384 poços. O quadrante 1 (cor azul) refere-

se às primeiras 48 amostras que serão distribuídas na placa de OpenArray™ (Load 1). O quadrante de número 

2 (cor laranja) refere-se ao Load 2, distribuindo as 46 amostras restantes na metade inferior dos subarrays. 
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o líquido de imersão o suficiente para cobrir a placa de OpenArray™ quando inserida na case, 

estabilizando as reações na placa e criando o ambiente ideal para a reação de amplificação, 

ligação e clivagem das sondas. A inserção da placa na case levou no máximo 2 minutos, 

pois tempo superior a este poderia acarretar em problemas de evaporação das amostras, 

contaminação, etc. Após a inserção da placa na case (Figura 21) contendo o líquido  de 

imersão, realizou-se a etapa de selagem da case. 

 

Figura 21. Ilustração da inserção da placa de OpenArray™ na case de vidro preenchida com líquido de 

imersão. 

 

3.2.3.4.4. Selagem das cases 

 

Após o posicionamento da placa de OpenArray™ dentro da case, adicionou-se a 

goma fotossensível na extremidade da mesma iniciando pelas duas extremidades e depois 

pelo meio da case, evitando o aparecimento de bolhas (Figura 22). Este slide (Placa de 

OpenArray™ devidamente selada na case de vidro) preparado foi levado para a estação de 

selagem, onde a goma foi exposta por 2 minutos sobre ação de luz Ultra-Violeta, 

solidificando-a. Após esta etapa, a placa estava pronta para a ciclagem no termociclador e 

posterior visualização dos resultados. 
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A termociclagem dos slides compreendia 50 ciclos a 95ºC por 45 segundos para a 

desnaturação do DNA, seguido da temperatura de 94ºC por 13 segundos para o anelamento 

dos primers e das sondas. Por último houve a queda da temperatura para 53ºC por 2 

minutos e 14 segundos, ocorrendo a extensão das novas fitas e a hidrólise das sondas 

TaqMan®. O tempo total foi de quatro horas, dez minutos e quarenta e seis segundos (Figura 

24). 

 

Figura 24. Termociclagem utilizada nas placas de OpenArray
™ com máquina Dual Flat Block GeneAmp

®
 

PCR System 9700 da Applied BioSystems. 

 

3.2.3.4.6. Captura das fluorescências e Análise dos resultados 

 

Para obtenção dos resultados, utilizou-se o OpenArray™ NT Cycler (Biotrove, Inc.). 

Este equipamento é responsável pela captura da fluorescência das sondas hidrolisadas. O 

aparato é coordenado por um computador interligado, utilizando o software OpenArray™ SNP 

Genotyping Analisys (Applied BioSystems) – Figura 25. Um conjunto de câmeras CCD 

(Charge-coupled Device) posicionadas no interior do Cycler capturaram, em apenas 15 

minutos, a fluorescência emitida nos ensaios e estas foram transformada em números de 

acordo com seu comprimento de onda, que varia de acordo com o repórter detectado (VIC® 

ou FAM®) e sua intensidade. No software, estes números passam por algoritmos não 

revelados pela empresa e são convertidos em novos valores e em clusters, separando os 
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indivíduos em 3 clusters diferentes, os homozigotos normais, os heterozigotos e os 

homozigotos mutantes. Os indivíduos homozigotos normais são representados pelo cluster 

de cor vermelho, indicando que ambos alelos do indivíduo tiveram a sonda contendo o 

reporter VIC® pareada e hidrolisada. O cluster de cor verde representa os indivíduos 

heterozigotos, que apresentaram um alelo normal e outro com a sequência mutante, tendo 

as sondas VIC® e FAM®, respectivamente, aneladas e hidrolisadas. Já o último cluster, de 

cor azul, apresenta os indivíduos com ambos alelos mutantes, contendo apenas a hidrólise 

da sonda FAM® no ensaio. 

 

 

Figura 25. Imagem do software OpenArray
™

 SNP Genotyping Analisys após a captura da fluorescência 

de uma placa de OpenArray
™. 

 

Para melhor análise, os arquivos gerados OpenArray™ NT Cycler foram salvos e 

importados em outro software com mais ferramentas e opções para análise, o TaqMan® 

Genotyper, também da Applied BioSystems (Figura 26). Este obedecia os mesmos padrões 

de visualização dos clusters, apresentando mais recursos para a análise, como a 
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porcentagem dos ensaios que deram certo, o excesso de algum tipo de fluorescência, várias 

opções de gráfico cartesiano (Standard Diploid Genotypes, Rare VIC Allele, Rare FAM Allele, 

Extremely Rare VIC Allele e Extremely FAM Allele), o desenho das placa do layout, etc. 

 

Figura 26. Visão geral do software TaqMan
®
 Genotyper utilizando o padrão Standard Diploid Genotypes 

para análise. 

 

3.2.3.5. Validação do layout escolhido por demais técnicas pré-estabelecidas 

 

Após a realização dos experimentos das 4 placas de OpenArray™ em duplicata, 

todos resultados foram analisados e anotados em uma planilha desenvolvida para este 

trabalho utilizando o software Microsoft® Office Excel® (Figura 27). A planilha, com 43 

colunas e 96 linhas, continha os seguintes campos para ser preenchido: ID do indivíduo, 

posição na placa de OpenArray™, valor da quantificação (em ng/µL), valor da razão A260/280 

para análise da pureza, dados do paciente (local de origem, numeração específica, nome, 

parentesco) e as alterações presentes no ensaio de genotipagem. 
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Figura 27. Visão geral da planilha criada para organização, análise e comparação dos resultados. 

 

Para a validação do layout e ensaios escolhidos, foram utilizadas, de acordo com o 

gene a ser estudado, três técnicas moleculares diferentes previamente padronizadas: 

Sequenciamento Direto, Multiplex PCR e RFLP-PCR (Tabela 12). 

 

Tabela 12. Técnicas utilizadas para a validação dos ensaios testados na placa de OpenArray
™. 

Gene Mutações Analisadas Técnica utilizada para 
rastreamento 

GJB2 
 

p.N206S; p.E147K; p.W24X, c.167delT; c.235delC; 
p.V95M; p.S113R; p.M93I; p.E129K; p.V37I; p.L90P; 
p.R184P; p.W172X; p.R75Q; p.M34T; p. V153I; 
p.K168R; c.35delG; p.R184W 

Sequenciamento direto 
 

GJB6 c.6013G>T PCR Multiplex 

miR96/183 c.13G>A; c.14C>A Sequenciamento direto 
A1555G m.1555A>G RFLP-PCR 

C1494T m.1494C>T RFLP-PCR 

A7445G m.7445A>G RFLP-PCR 

SLC26A4 p.G149R; p.Q413R; p.V609G Sequenciamento direto 
OTOF p.Q829X RFLP-PCR 

TMC1 p.S647P Sequenciamento direto 

CRYL1 c.1622T>C Sequenciamento direto 
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3.2.3.5.1. Validação através do sequenciamento direto dos genes estudados 

 

Foram realizados os sequenciamentos para validar os ensaios dos genes GJB2, 

miR96/183, SLC26A4, TMC1 e CRYL1 utilizando o  sequenciador automático ABI PRISM 

3700 DNA Analyzer e o kit ABI PRISM BigDye TM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystem). Para o preparo das reações foram utilizados: 40 a 80ng de DNA, 3µL do 

mix BigDye™ (2µL de Tampão + 1µL de Big Dye), 1µL do primer direto ou reverso (5 

pmol/µL) e 5µL  de água deionizada, completando o volume para 10µL em cada reação. 

Todas reações foram realizadas em microplacas de PCR de 96 poços da marca Axygen® 

Scientific Inc. (PCR-96-C). A termociclagem das reações está especificada na Figura 28. 

 

Figura 28. Termociclagem utilizado nas reações de sequenciamento dos genes GJB2, miR96/183, 

SLC26A4, TMC1 e CRYL1. A termociclagem compreendeu 26 ciclos a 95ºC por 20 segundos (desnaturação do 

DNA), seguido da temperatura de 50ºC por 20 segundos(anelamento dos primers) e o aumento da temperatura 

para 60ºC por 4 minutos (ocorrendo a extensão das novas fitas). 

 

Após aproximadamente 2 horas de termociclagem, as reações de sequenciamento 

foram purificadas. Primeiramente, foram adicionados 25µL de etanol 100% e 2,5µL de EDTA 

125mM em cada reação. Em seguida, a placa foi selada com um selante de borracha próprio 

para placas de 96 poços e esta foi invertida 4 vezes, sendo então armazenada, por 10 

minutos, protegida da luz. Após o repouso, a placa foi centrifugada por 35 minutos a 
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4000rpm. Ao término, a placa foi invertida e os demais materiais foram descartados, 

mantendo apenas os amplicons das reações aderidos às paredes dos poços. Um spin de 

250rpm com a placa invertida foi dado para retirar qualquer líquido presente no interior dos 

poços. Dando sequência à purificação, foi adicionado 30µL de etanol 70% gelado em cada 

reação e uma nova centrifugação, por 10 minutos, a 4000rpm foi feita, descartando o etanol 

70% ao término. Um novo spin invertido de 250rpm foi realizado para secar a placa, que 

ficou over-night secando protegida da luz natural e artificial. O protocolo seguido para o 

sequenciamento dos fragmentos dos genes foi igual para todos, variando apenas com 

relação dos primers utilizados (Tabela 13). 

Tabela 13. Primers utilizados para as reações de sequenciamento direto. 

Gene Ensaios Primers utilizado 

GJB2 

p.N206S; p.E147K; 
p.W24X, c.167delT; 
c.235delC; p.V95M; 
p.S113R; p.M93I; 
p.E129K; p.V37I; p.L90P; 
p.R184P; p.W172X; 
p.R75Q; p.M34T; p. V153I; 
p.K168R; c.35delG; 
p.R184W 

Primer 1F – 5‟ – CTC CCT GTT CTG TCC TAG C – 3‟ 

Primer 1R - 5‟ – GAC ACG AAG ATC AGC TGC – 3‟ 

 

Primer 2F - 5‟ – GCT ACG ATC ACT ACT  TCC C - 3‟ 

Primer 2R - 5‟ – GGT TGC CTC ATC CCT C – 3„ 

miR96 c13G>A; c.14C>A 
Primer F - 5' – CAC AGC AGC TGA GCC AGA TG - 3' 

Primer R - 5' – GCA TGT GGA TCT TGT GAA GAG - 3' 

SLC26A4 

p.G149R 
Primer F - 5‟– CCT ATG CAG ACA CAT TGA ACA TTT G–3‟ 

Primer R - 5‟–ACC TGT ATA ATT CCA ACC AGC A–3‟ 

p.Q413R 
Primer F - 5‟–AAA TAC TCA GCG AAG GTC TTG C–3‟ 
Primer R - 5‟–CGA GCC TTC CTC TGT TGC–3‟ 

p.V609G 
Primer F - 5‟–TCT TCG TTT AGA ATG GCA TCA–3‟ 

Primer R - 5‟–CCC ATG TAT TTG CCC TGT TGC–3‟ 

TMC1 p.S647P 
Primer F - 5‟ – GTC AAA TAA ACA GGT GCA GTG – 3‟ 

Primer R - 5‟ – GAA AGA ACA CGA TGC CTG AG – 3‟ 

CRYL1 c.1622T>C 
Primer F - 5‟ – CCG TTA ATT TCA GAT GCT A - 3„ 

Primer R - 5‟ – CAT CGG TAC TAG ATA CGC TC - 3‟ 

F= Primer Foward (Primer Sense); R= Primer Reverse (Primer Anti-Sense) 

 

As placas foram enviadas para o departamento do Centro de Biologia Molecular e 

Engenharia Genética que dispõe do sequenciador automático para que fossem feitas as 

leituras das sequências. Estas foram analisadas e comparadas com as sequências normais 
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dos genes com o auxílio dos programas Chromas Lite® (http://www.technelysium.com.au/ch 

romas_lite.html), para a visualização dos eletroferogramas e CLC Sequence Viewer 6.5.1 

(CLC bio A/S), para a alinhamento e comparação das sequências. 

Posteriormente, os resultados foram comparados com os obtidos com a plataforma 

TaqMan® OpenArray™ Genotyping, validando os ensaios. 

 

3.2.3.5.2. Validação através do RFLP-PCR 

 

Para validação das mutações estudados nos genes OTOF, 12S rRNA e MT-TS1 foi 

utilizado a técnica de RFLP-PCR (Restriction Fragment Length Polymorfism-Polimerase 

Chain Reaction). Todos estes resultados foram verificados em gel de agarose 2,0% corado 

com Brometo de Etídeo (Sigma), comparando com os resultados do TaqMan® OpenArray™ 

Genotyping. 

 

3.2.3.5.2.1. Triagem da alteração p.Q829X no gene nuclear OTOF 

 

Para rastreamento da mutação p.Q892X foi utilizado o par de primers OTOF22 – F 

(5‟ – TGA CAC CCC CTC TTC GC - 3‟) e OTOF22 – R (5‟- CCC GAC CCC TTG GGC CG-

3‟). Foram utilizados 1µL de DNA genômico, 5µL de desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP), 5µL 

Tampão de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 8,8), 1,5µL de Cloreto de Magnésio (MgCl2), 1µL 

de cada primer citado acima e 0,3µL de Taq DNA polimerase (Invitrogen), completando para 

o volume de 50µL com água ultrapura. As reações foram feitas em tubos de 0,2µL da 

empresa Axygen® (PCR-02-C) e levados para o termocliclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler 

(Applied BioSystems), onde ocorreram todas reações de amplificação. 

Foram então realizados 30 ciclos de aquecimento a 95°C por 30 segundos para a 

desnaturação do DNA, seguido da temperatura de 60°C por mais 30 segundos para o 

anelamento dos primers, e então mais 30 segundos a 72°C para a extensão das novas fitas, 

com 157 pb de comprimento. As condições da PCR estão resumidas na Figura 29. 
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Figura 29. Termociclagem para a triagem da alteração p.829Q>X. 

 

Ao término da amplificação, o produto de PCR foi verificado em gel de agarose 2% e 

este foi corado com Brometo de Etídio (Sigma). As reações que apresentaram o padrão de 

fragmentos esperado foram então digeridos através da reação de digestão contendo 17,5µL 

de produto de PCR, 0,5µL da enzima Bfa I (sítio de restrição: 5‟...C\TAG...3‟) e 2µL de 

Tampão 4 (este garantindo 100% de atividade da enzima) 

[http://www.neb.com/nebecomm/products/productr0568.asp]. A reação de digestão foi 

realizada com o termocliclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied BioSystems) por 4 

horas a 37ºC. Na presença da sequência normal, não haverá digestão do fragmento. Com a 

sequência mutante, o fragmento de 157 pb será digerido em 2 fragmentos menores, um com 

98 pb e outro com 59 pb. 

 

3.2.3.5.2.2. Triagem das alterações m.1555A>G e m.1494C>T no gene mitocondrial 

12S rRNA 

 

 Triagem da alteração m.1555A>G 

 

O rastreamento da mutação m.1555A>G utilizou as condições previamente 

reportadas por Friedman et al. (1999) e Iwasaki et al. (2000), fazendo uso do par de primers 
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MIT-F (5‟ – ATA TCT GAA CAC ACA ATA GC – 3‟) e MIT-R (5‟ – GAA ACC GAC CTG GAT 

TAC TC – 3‟). 

Para um volume de 50 µL de reação, foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA, 200µM 

de cada desoxinucleotídeos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20 pmol de cada primer 

(direto e inverso), 2,5 U de Taq DNA polimerase em tampão de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 

8,8), 25 mM de MgCl2, completando com água ultrapura até o volume final. 

As amplificações foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 96-Well Thermal 

Cycler. A ciclagem compreendeu 30 ciclos de aquecimento a 94ºC por 30 segundos para a 

desnaturação do DNA, seguido da temperatura de 54°C  por 2 minutos para o anelamento 

dos primers, e então 1 minutos a 65ºC para a extensão das novas fitas (Figura 30). 

 

Figura 30. Termociclagem para a triagem da alteração mitocondrial m.1555A>G. 

 

Após a amplificação, foram gerados fragmentos de DNA mitocondrial de 2060 pb. Os 

amplicons foram submetidos à análise de restrição utilizando a enzima BsmA I (Invitrogen), 

por 2 horas a 55°C. Para a digestão, utilizou-se: 17,5µl do produto de PCR, 2,0µL de 

Tampão 3 e 0,5µL da enzima. 

A análise da digestão foi realizada em gel de agarose 2,0% corado com Brometo de 

Etídio. Em indivíduos que sem a mutação m.1555A>G foram gerados 3 fragmentos: um de 

1100, 516 e 444 pb. Já em indivíduos portadores da mutação, houve a presença de apenas 

um sítio de restrição, gerando um fragmento de 1616 pb e outro de 444 pb. 
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 Triagem da alteração m.1494C>T 

 

Para a triagem da alteração mitocondrial m.1494C>T, foi utilizado o par de primers 

Supri-C1494T-F (5' – GTC GAA GGT GGA TTT AGC AG - 3') e Supri-C1494T-R (5' – GCA 

GAA GGT ATA GGG GTT AG - 3'). A reação de amplificação do fragmento de 441 pb 

continha: 1µL de DNA genômico, 5µL de desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP), 5µL Tampão 

de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 8,8), 1,5µL de Cloreto de Magnésio (MgCl2), 1µL dos 

primers citados acima e 0,3µL de Taq DNA polimerase (Invitrogen), completando para o 

volume de 50µL com água ultrapura. Todas reações foram feitas em tubos de 0,2µL da 

empresa Axygen® (PCR-02-C) e ciclados no termocliclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler, 

utilizando a ciclagem descrita na figura 31. 

 

Figura 31. Termociclagem para a triagem da alteração mitocondrial m.1494C>T. A amplificação se deu 

através do aumento da temperatura para 94°C por 30 segundos (desnaturação da dupla fita), seguida da queda 

da temperatura para 54°C por 2 minutos  (anelamento dos primers) e para finalizar, houve o elongamento das 

fitas à 65ºC por 1 minuto. 

 

Ao término, as amostras foram verificadas em gel de agarose 2,0% (na concentração 

final 0,5µg/mL), e todas amostras que apresentaram a banda de 441 pb foram digeridos. A 

reação de digestão levou o tempo de 4 horas à 37ºC, utilizando 17,5µL de produto de PCR, 

0,5µL da enzima HpH I (Sítio de restrição: 5‟- GGTGAN/ -3‟) e 2µL de Tampão 4. Sendo 

assim, indivíduos que apresentarem a sequência normal apresentaram o fragmento de 441 
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pb clivado em dois pedaços menores, um de 71 pb e outro de 370 pb. Já os indivíduos com a 

sequência mutante apresentaram o padrão de uma só banda de 441 pb. 

 

3.2.3.5.2.3. Triagem das alterações m.7445A>G no gene mitocondrial MT-TS1 

 

A reação de triagem obedeceu os mesmos parâmetros para as triagens anteriores. 

Foi utilizado um par de primers, um para a fita Sense e outro para a Anti-Sense. As 

sequências e nomes dos inicializadores estão contidas na tabela 14. 

Tabela 14. Primers utilizados para a triagem da mutação mitocondrial m.7445A>G. 

Nome dos primers Sequência dos primers Tamanho do fragmento (pb) 

A7445G – F (Sense) 5‟ – CCCCGATGCATACACCAC – 3‟ 
406 

A7445G – R (Anti-Sense) 5‟ – CTATGATAGGGGAAGTAGCGTC - 3‟ 

 

A reação de amplificação tinha volume final de 50µL, contendo (como nas demais 

reações) 1µL de DNA genômico, 5µL Tampão de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 8,8), 5µL de 

desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP), 1,5µL de Cloreto de Magnésio (MgCl2), 1µL de cada 

primer mencionado acima e 0,3µL de Taq DNA polimerase (Invitrogen), completando para o 

volume final com água ultrapura. 

A amplificação se deu através da desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos e 35 

ciclos de desnaturação (95°C por 1 minuto), anelamento dos primers (55°C por 1 minuto) e 

extensão das fitas (72ºC por 1 minuto), seguido da extensão final a 72°C por 7 minutos. 

Após a reação, os amplicons foram corrido em gel de agarose 2,0% preparado com 

TBE 1X (Tampão Tris/Borate/EDTA). Os indivíduos com padrão de banda de 406 pb foram 

digeridos através da reação utilizando 17,5µL de amplicon, 0,5µL da enzima XbA I (Sítio de 

restrição: 5‟ – T\CTAGA – 3‟) e 2µL de Tampão 2 por 4 horas à 37ºC. Apenas os indivíduos 

com a sequência normal tiveram os fragmentos clivados, gerando 2 bandas menores, uma 

de 209 pb e outra de 197 pb. Já os indivíduos com a alteração m.7445A>G perderam o sítio 

de restrição da enzima XbA I, não sendo fragmentado em dois pedaços. 
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3.2.3.5.3. Rastreamento das deleções del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) no 

gene nuclear GJB6 

 

A análise adotada para validar os dois SNPs que verificaram a presença ou não das 

deleções na placa de OpenArray™ foi descrita, previamente, por del Castillo e colaboradores 

(2005). Esta análise consiste em um PCR Multiplex capaz de detectar as 2 deleções 

simultaneamente (Figura 32). 

 

Figura 32. Esquema das 2 grandes deleções confirmadas e estudadas presentes no gene GJB6 e dos 

primers utilizados para detectar as mesmas. 

 

Foram utilizados 3 pares de primers (Tabela 15) para amplificar os segmentos que 

contêm a junção do ponto de quebra de cada uma das deleções del(GJB6-D13S1830) e 

del(GJB6-D13S1854), sendo um deles um par de primers para amplificar um segmento 

controle dentro do éxon 1 para checar a eficiência da reação de PCR. Para realizar a reação, 

foram utilizados 2µL de DNA genômico, 5µL de desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP), 3µL 

Tampão de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 8,8), 1,5µL de Cloreto de Magnésio (MgCl2), 2µL 

de cada primer abaixo acima e 1µL de Taq DNA polimerase (Invitrogen), completando para o 

volume de 40µL com água ultrapura. As ciclagens foram feitas utilizando o termocliclador 

Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied BioSystems). 

Tabela 15. Primers utilizados para a validação das deleções no gene GJB6. 

Nome dos primers Sequência dos primers 

DelBK1 5‟ – TCA TAG TGA AGA ACT CGA TGC TGT TT– 3‟ 

DelBK2 5‟ – CAG CGG CTA CCC TAG TTG TGG T- 3‟ 

BKR1 5‟ – CAC CAT GCG TAG CCT TAA CCA TTT T – 3‟ 
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GJB6-1R 5‟ – TTT AGG GCA TGA TTG GGG TGA TTT – 3‟ 

Cx30Ex1A 5‟ – CGT CTT TGG GGG TGT TGC TT – 3‟ 

Cx30Ex1B 5‟ – CAT GAA GAG GGC GTA CAA GTT AGA – 3‟ 

 

Este mix foi capaz de  distinguir os alelos heterozigotos e homozigotos para qualquer 

uma das duas deleções. Após amplificação, o padrão de bandas visualizado em gel de 

agarose 2,0% corado com Brometo de Etídeo (Sigma) foi de três fragmentos de diferentes 

tamanhos: um de 333 pb, referente controle; e outros de 460 pb ou 564 pb, relacionados as 

deleções del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854), respectivamente. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Resultados Gerais 

 

Após a escolha do layout da placa de OpenArray™, foi realizado o levantamento de 

algumas das 32 principais mutações relacionadas à perda auditiva presente na população 

brasileira (Tabela 8). Porém o ensaio da mutação m.827A>G, presente no gene 12S rRNA 

apresentou problemas na customização pela empresa e não foi adicionado à placa de 

OpenArray™ requerida para o estudo, fazendo o mesmo conter 31 ensaios por placa de 

OpenArray™. 

Ao total, foram estudados 376 pacientes, sendo 282 indivíduos com perda auditiva e 

94 controles ouvintes. Todos foram analisados em duplicata, verificando a presença das 

mutações previamente selecionadas. Do total, 367 amostras apresentavam bom nível de 

pureza (A260/280 entre 1,70 e 2,00) e concentração de 50ng/µL, sendo utilizado o NanoDrop® 

8000 para verificação da pureza e o Qubit® Fluorometer, juntamente com o Qubit® Assay Kit 

dsDNA BR Assay para verificar a quantificação. 

Deste grupo de 282 indivíduos estudados, 86 deles já apresentavam mutações 

previamente identificadas no gene GJB2 e/ou deleções do gene GJB6  e/ou a mutação 

m.1555A>G, estudada no gene 12S rRNA. Estes resultados permitiram testar todas as 

sondas (marcadas com o fluorocromo VIC® e FAM®) utilizadas para todos os ensaios da 

placa customizada.  Para os demais indivíduos sem os resultados prévios, foram utilizadas 

as técnicas descritas na tabela 12 para o rastreamento das mutações e posterior validação 

dos ensaios contidos na placa de OpenArray™. 

O número de pacientes estudados é correspondente a 4 placas de OpenArray™ com 

o layout 32 ensaios em 96 pacientes (94 pacientes e dois controles brancos). Ao total, foram 

utilizadas 8 placas (Tabela 16) devido todos os estudos terem sido feitos em duplicata para 

verificar se haveria alguma divergência nos resultados das placas, o que não foi constatado, 

pois os resultados foram idênticos entre as duplicatas. Isso demonstrou a grande 

reprodutibilidade da plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping. 



84 

 

 

Tabela 16. Identificação dos experimentos e placas de OpenArray
™ utilizados para a otimização da 

plataforma TaqMan
®
 OpenArray

™
 Genotyping. 

Nome do experimento de 

OpenArray
™ 

Quantidade de 

indivíduos estudados 

ID da Placa de OpenArray
™  

(Duas placas por experimento-duplicada) 

New Plate 01 94 HKM 74 
HKM 77 

New Plate 02 94 HKM 75 
HKM 78 

New Plate 03 94 HKM 76 
HKM 79 

New Plate 04 94 HKM 82 

HKM 83 

 

Por placa de OpenArray™, foram realizados 2.914 reações de genotipagem, 

totalizando 11.656 reações em duplicata para realizar a genotipagem dos 376 indivíduos nas 

4 placas. Apenas nove indivíduos não puderam ser analisados, totalizando 279 reações 

(2,39%). Fato explicado pelas amostras estarem degradadas, com pureza inferior que a 

recomendada (A260/280 abaixo de 1,7), além de apresentar concentração inferior à 50ng/µL, 

não contendo as 250 cópias haplóides do DNA mínimas exigidas para o experimento. Outras 

32 reações (0,27%) apresentaram resultados divergentes quando comparados com os 

resultados das técnicas pré-estabelecidas que foram utilizadas para a validação das placas. 

Os ensaios que apresentaram problemas durante a realização, sendo considerado inválidos 

ou que não tenham tido os fragmentos amplificados para o pareamento da sonda 

corresponderam a 42 reações (0,36%). 

As placas de OpenArray™ obtiveram rendimento médio bruto de 98,85% de 

genotipagens, sendo que para o experimento New Plate 01 obteve-se 99,9% de resultados e 

98,6%, 98,5% e 98,4% de genotipagens para os experimentos New Plate 02, New Plate 03 e 

New Plate 04, respectivamente. O rendimento das genotipagens dos indivíduos utilizando as 

placas variou entre 80,65% a 100%, sendo que foi possível genotipar por completo 339 

indivíduos (90,16% de todos indivíduos estudados) (Tabela 17). 
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Tabela 17. Rendimento de genotipagens dos indivíduos por placa de OpenArray
™. 

Experimento 
Quantidade de 

Indivíduos 

Rendimento das genotipagens 

(Genotipagens realizadas/Número de ensaios) 
% 

New Plate 01 91 31/31 100% 
2 30/31 96,8% 

New Plate 02 81 31/31 100% 
5 30/31 96,8% 
2 29/31 93,5% 

New Plate 03 83 31/31 100% 
7 30/31 96,8% 
2 29/31 93,5% 
1 27/31 87,1% 

New Plate 04 84 31/31 100% 

6 30/31 96,8% 
2 29/31 93,5% 
1 25/31 80,65% 

 

Desconsiderando as reações com resultados divergentes e falhos (353 reações – 

3,03% do total de ensaios), obteve-se a reprodutibilidade e acurácia de, aproximadamente, 

96,97% das reações, o equivalente a 11.303 reações. 

A utilização da plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping auxiliou na 

genotipagem das mutações selecionadas de 196 indivíduos (52,13% dos indivíduos 

analisados) sem nenhum resultados genético pré-estabelecido. 

 

4.2. Análise dos resultados de genotipagem utilizando a Plataforma 

TaqMan® OpenArray™ Genotyping 

 

A análise dos resultados das placas de OpenArray™ baseou-se na fluorescência das 

sondas emitida durante a hidrólise, o que gerou dois ou três conjuntos de clusters calculados 

através de algorítmo presente no software TaqMan® Genotyper. Para melhor entendimento e 

organização, as análises das placas de OpenArray™ foram feitas em 5 etapas (Fluxograma 

2). 
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Fluxograma 2. Esquema utilizado para análise as placas de OpenArray
™. 

 

4.2.1. Verificação dos clusters gerados pelo OpenArray™ NT Cycler® 

utilizando o software OpenArray™ SNP Genotyping Analysis 

 

Ao término da captura dos sinais da fluorescência pelo equipamento OpenArray™ NT 

Cycler®, houve a caracterização dos níveis de fluorescência coletados pelo software 

OpenArray™ SNP Genotyping Analysis. Por se tratar de um software relativamente simples, 

houve apenas a separação em clusters vermelho (indivíduos homozigotos para VIC®), verde 

(heterozigotos) e azul (indivíduos homozigotos para FAM®) (Figura 33). Assim sendo, os 

resultados foram exportados e armazenados em um CD novo, para posteriores análises. 

Verificação dos clusters 
gerados pelo NT Cycler® 

utilizando o software 
OpenArray™ SNP Genotyping 

Analysis. 

Verificação do negativo da 
placa e da fluorescência 

emitida pelos corantes VIC®, 
FAM® e ROX®. (Software 

utilizado: ImageJ) 

Importação dos dados 
gerados para o software 

TaqMan® Genotyper 

Análise dos clusters, 
porcentagem de 

genotipagem realizada, 
possíveis erros/falhas. 

Tabulação dos resultados em  
tabela criada, 

especificamente para os 
ensaios, no software 

Microsoft® Office Excel®. 
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Figura 33. Visão geral do software OpenArray
™

 SNP Genotyping Analysis. Representação dos 3 clusters 

possíveis na análise das placas de OpenArray
™, sendo o vermelho para  indivíduos homozigotos para a sonda 

VIC
® (homozigoto normal), o verde para heterozigotos (presença de uma sonda VIC

® e uma sonda FAM
®) e o 

azul para indivíduos homozigotos para a sonda FAM
® (homozigoto mutante). 

 

4.2.2. Verificação das imagens da placa e da fluorescência emitida pelos 

fluoróforos VIC®, FAM® e ROX® 

 

A leitura da placa pelo OpenArray™ NT Cycler® gerou vários documentos, dentre 

eles, um arquivo com a extensão .spd (SNP Plate Dates), contendo os valores da 

fluorescência de VIC®, FAM® e ROX® de cada ensaio. Além do arquivo .spd, gerou as 

imagens (Figura 34) com extensão .tiff (Tagged Image File Format) do interior do 

OpenArray™ NT Cycler®, onde cada arquivo continha dados da fluorescência de cada um dos 

fluoróforos utilizados, sendo eles: 

 TSpotFind.tiff: Imagem que mostra o posicionamento da placa dentro do OpenArray™ 

NT Cycler®, para a verificação se a mesma está no local correto para a captura da 

fluorescência;  
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 DarkImage.tiff: Imagem da câmera do interior do equipamento, verificando se há a 

entrada de algum tipo de luminosidade externa no interior do OpenArray™ NT Cycler®;  

 TROX.tiff: Imagem gerada para a confirmação de que os ensaios foram depositados 

pela empresa na placa de OpenArray™;  

 TVIC.tiff: imagem que mostra a fluorescência VIC® emitida e capturada pela leitura;  

 TFAM.tiff: imagem que mostra a fluorescência FAM® emitida e capturada pela leitura. 

Estas imagens foram capturadas por câmeras CCD (Charge-coupled Device). Em 

seguida, foram visualizadas no software ImageJ 1.47g, comprovando o posicionamento 

correto das placas e a fluorescência emitida dos ensaios e fluoróforos. 

 

Figura 34. Imagens da placa de OpenArray
™ e seus fluoróforos capturados pelo OpenArray

™
 NT Cycler

®. 

(a) Negativo da Placa, indicando que a placa foi posicionada na posição correta para a posterior captura de 

fluorescência. (b) Visualização do fluoróforo passivo ROX
®, indicando que os ensaios foram depositados pela 

empresa na placa de OpenArray
™. (c) Captura da fluorescência do fluoróforo VIC

®, indicando o anelamento da 

sonda com este fluoróforo em sequências normais. (d) Captura da fluorescência do fluoróforo FAM
®, indicando 

a presença de alelos mutantes. 
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4.2.3. Importação dos dados gerados para o software TaqMan® Genotyper 

v1.2 

 

Os resultados gerados pelo OpenArray™ NT Cycler® foram importados para o 

software TaqMan® Genotyper v1.2 (Applied BioSystems) (Figura 35). Este software 

apresenta maior poder para as análises de genotipagem das placas de OpenArray™, além de 

apresentar interface de fácil entendimento. Este é gratuito, estando disponível para download 

na página da Applied BioSystems. (https://products.appliedbios8ystems.com/ab/en/US/adire 

ct/ab;jsessionid=qJFyQ7WTLBxkpWnMSwVQlcP0MW8v4Lz35H9GCmJyy5HyJZTP8HrP!- 

1301563104?cmd=catNavigate2 &catID=607267). 

 

Figura 35. Visão geral do software TaqMan
®
 Genotyper v1.2. Em destaque, a reação m.1555A>G. 

 

Neste software, foi possível fazer a análise dos ensaios através de três formas 

diferentes, sendo elas: 

 Dos indivíduos: mostrando todos os resultados individuais de cada paciente 

(analisando os 31 ensaios de cada paciente por vez) (Figura 36); 
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Figura 36. Visualização da genotipagem de acordo com o indivíduo pelo software TaqMan
®
 Genotyper 

v1.2. 

 

 Das chamadas: todos resultados foram mostrados em três grupos diferentes, 

de acordo com a chamada (genotipagem) detectada pelo OpenArray™ NT Cycler® nos 

ensaios (Figura 37). 

 

Figura 37. Visualização de todos resultados no ensaio de acordo com as chamadas geradas pelo 

software TaqMan
®
 Genotyper v1.2. A imagem é dividida em indivíduos VIC

®
/VIC

® (homozigoto normal/cor 

vermelho), VIC
®
/FAM

®
 (heterozigotos/cor verde) e FAM

®
/FAM

® (homozigoto mutante/cor azul). 
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 Dos ensaios: visualização dos resultados de acordo com o ensaio (analisando 

um ensaio para os 94 indivíduos de uma só vez). Este é o modo padrão de se realizar as 

análises das placas de OpenArray™, sendo gerado um  gráfico cartesiano contendo 3 

clusters diferentes (Figura 38) que ficam dispostos de acordo com a fluorescência emitida. 

Os indivíduos com ambos alelos normais foram representados pela cor vermelha, indicando 

que apenas a sonda VIC® anelou à sequência normal. O cluster de cor verde representou os 

indivíduos heterozigotos, ou seja, com um alelo normal e outro alelo mutante. Já os 

indivíduos presentes no cluster azul representaram os homozigotos mutantes, apresentando 

os dois alelos mutantes e a ligação da sonda marcada com o fluoróforo FAM®. Os NTCs (No 

Template Control), que são controles negativos (quadrado azul-claro), ficaram na região 

sinalizada pela cor amarela. 

 

Figura 38. Visualização do ensaio da mutação p.M34T da placa de OpenArray
™ pelo software TaqMan

®
 

Genotyper da Applied BioSystems. O cluster vermelho representa as amostras com a sequência de ambos 

alelos normais. O verde inclui os indivíduos que apresentam um alelo normal e outro mutante (indivíduos 

heterozigotos). No cluster azul, encontramos os indivíduos homozigotos mutantes, contendo ambas cópias dos 

alelos mutantes. A região amarela com os dois quadrados azul-claro correspondem ao controle de 

fluorescência (NTC). 

 



92 

 

 

4.3. Análise dos resultados utilizando o Software TaqMan® Genotyper e 

tabulação dos resultados gerados 

 

Dentre as 31 mutações analisadas nos 376 indivíduos, foram detectados 179 

alterações utilizando a plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping, porém a validação de 

todos os resultados apresentou apenas 159 alterações, tendo uma discrepância de 20 

alterações (Tabela 18). 

 

Tabela 18. Alterações presentes nas placas de OpenArray
™ analisadas e validações das mutações 

detectadas. 

Gene Alteração Casos 
OpenArray

™ 
Casos 

Validados 
Gene Alteração Casos 

OpenArray
™ 

Casos 
Validados 

GJB2 c.35delG/N 40 34 GJB2 c.35delG/N + 
p.V37I/N 

2 2 

c.35delG/ 
c.35delG 

34 31 c.35delG/N + 
p.R184P/N 

2 2 

p.M34T/N 14 11 c.35delG/N + 
p.W24X/N 

2 2 

p.M34T/ 
p.M34T 

2 2 c.35delG/N + 
c.167delT/N 

2 2 

p.K168R/N 6 6 c.35delG/N + 
p.V153I/N 

1 1 

p.V37I/N 4 3 c.35delG/N + 
p.L90P/N 

1 1 

p.L90P/N  6 6 p.V37I/N + 
p.V95M/N 

2 2 

c.167delT/N 3 3 p.V37I/N + 
c.167delT/N 

1 1 

p.R143W/N 2 2 p.M34T/N + 
p.N206S/N 

1 1 

p.V153I 
p./V153I 

1 1 p.M34T/N + 
p.R184W/N 

1 1 

p.V153I/N 2 1 p.V609G/N + 
p.E129K/N 

1 1 

p.E147K/N 2 2 p.V609G/N + 
p.K168R/N 

1 1 

p.R184P/N 4 4 GJB6 del(GJB6-
D13S1830)/N 

0 3 
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p.R184W/N 2 2 del(GJB6-
D13S1854)/N 

0 1 

p.E129K/N 2 1 12S rRNA m.A1555G 6 6 

p.W172X/ 
p.W172X 

1 1 MT-TS1 m.A7445G 1 1 

p.N206S/N 2 2 SLC26A4 p.V609G/ 
p.V609G 

3 1 

p.V95M/N 0 1 p.V609G/N 16 10 

p.W24X/N 3 2 p.G149R/N 3 1 

c.35delG/N + 
p.V95M/N 

3 3 p.Q413R/N 0 1 

 

 

4.3.1. Análises das mutações no gene nuclear GJB2 

 

Foram analisadas algumas das principais alterações descritas na nossa população 

no gene GJB2 utilizando a plataforma OpenArray™. Além de apresentar o maior número de 

ensaios utilizados, este gene apresentou o maior número de mutações detectadas pela 

plataforma, totalizando 150 mutações de ponto ou deleções de uma única base (Tabela 18). 

Todos os ensaios foram analisados utilizando o gráfico cartesiano padrão (Standard Diploid 

Genotypes) do TaqMan® Genotyper Software v1.2. Este gráfico divide as frequências de 

cada alelo de forma igualitária, sem considerar maior frequência de algum deles (Figura 39). 
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Figura 39. Gráfico gerado pelo software TaqMan
®
 Genotyper  utilizando o padrão Standard Diploid 

Genotypes. Visualização do ensaio p.R184P indicando a presença de 2 indivíduos heterozigotos p.R184P/N e 

92 indivíduos normais. 

 

As validações dos ensaios realizados deste gene foram feitas por sequenciamento 

direto, utilizando o sequenciador automático ABI PRISM 3700 DNA Analyzer e o kit ABI 

PRISM BigDye TM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Com posse 

da sequência de referência deste gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2706), retirada do 

banco de dados do site do NCBI (National Center for Biotechnology Information) os 

resultados foram então pareados utilizando o software CLC Sequence Viewer 6.5.1 (Figura 

40) para detectar qualquer alteração nas amostras sequenciadas. Para verificar se não 

houve algum equívoco do software no momento do pareamento das bases, o 

eletroferograma de todas as sequências foi analisado individualmente utilizando o software 

Chromas Lite 2.01 (Figura 41). O resultado das validações no gene GJB2 detectou a 

presença de 135 alterações (deleções e mutações de ponto), 15 a menos da genotipagem 

realizada pelas placas de OpenArray™, implicando na presença de ensaios da placa de 

OpenArray™ com falsos positivos (c.35delG, p.M34T, p.V37I, p.V153I, p.E129K, p.W24X) e 

um falso negativo (p.V95M). 
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Figura 40. Visão geral do software CLC Sequence Viewer 6.5.1 utilizado para pareamento das 

sequências. 

 

Figura 41. Visão geral do software Chromas Lite 2.01 utilizado para verificação dos eletroferogramas. 

 

4.3.1.1. Alteração G>A na posição 283 

 

Esta alteração foi encontrada em 6 indivíduos e causou a substituição do aminoácido 

valina por uma metionina no códon 95 (p.V95M). Relatada em 1998 por Kelley e 

colaboradores, esta troca foi detectada, utilizando as placas de OpenArray™ (Figura 42a) em 

5 indivíduos heterozigotos compostos, sendo 3 deles heterozigotos para a alteração 

c.283G>A e c.35delG, e os outros dois heterozigotos para c.283G>A e c.109G>A (p.V37I). 

Não foi possível detectar a heterozigose de um indivíduo para a p.V95M, resultado que foi 

confirmado durante a validação pelo sequênciamento direto (Figura 42b). 
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4.3.1.7. Alteração T>C na posição 269 

 

A alteração c.269T>C é responsável pela mudança na estrutura proteíca no códon 

90, ocorrendo a troca de uma leucina por uma prolina. Foi relatada por Murgia e 

colaboradores (1999), e esteve presente no devido trabalho apenas em heterozigose (Figura 

48) em 7 indivíduos, sendo um deles heterozigoto composto, apresentando também deleção 

a c.35delG. 

 

Figura 48. Detecção da alteração c.269T>C (p.L90P). Na imagem, um indivíduo heterozigoto para a alteração 

c.269T>C está representado no cluster verde, estando os demais indivíduos no cluster vermelho, indicando a 

ausência da alteração. 

 

4.3.1.8. Alteração C>G na posição 550 

 

A troca de uma arginina por um triptofano na posição 184 da conexina 26 (p.R184W) 

é causada pela alteração c.550C>G, esta que foi detectada em heterozigose (Figura 49) em 

3 indivíduos do estudo, sendo um caso de heterozigose composta (p.R184W/N + p.M34T/N) 

(Wilcox et al., 2000). 
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Figura 49. Detecção da alteração p.R184W no gene GJB2. Gráfico gerado no software TaqMan
®
 Genotyper. 

Indivíduo heterozigoto para a alteração c.550C>G é representado no cluster verde. Os demais indivíduos, com 

genotipo normal, estão localizados no cluster vermelho. 

 

4.3.1.9. Alteração G>C na posição 551 

 

A troca de uma guanina por uma citosina na posição 551 do gene GJB2 é o 

causador da alteração p.R184P. A substituição de uma arginina por uma prolina na posição 

184 foi descrita por Denoyelle e colaboradores (1997). Nas placas de OpenArray™, foram 

detectados 6 heterozigotos para a mutação (Tabela 18). 

 

Figura 50. Detecção da alteração c.551G>C (p.R184P). Gráfico gerado no software TaqMan
®
 Genotyper. 

Indivíduos heterozigotos para a alteração c.551G>C são representados no cluster verde. Os demais indivíduos, 

com genotipo normal, estão localizados no cluster vermelho. 
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4.3.1.10. Alteração T>C na posição 101 

 

A alteração c.101T>C é a responsável pela troca da metionina no códon 34 por uma 

treonina (p.M34T). Esta alteração foi detectada nas placas de OpenArray™ em homozigose, 

heterozigose e heterozigose composta (Figura 51), estando presente em 18 indivíduos. Dos 

14 heterozigotos apenas para esta alteração, apenas 11 foram validados, apresentando falso 

positivo no ensaio desenhado. 

 

Figura 51. Detecção da alteração c.101T>C (p.M34T). No plano cartesiano gerado, dois indivíduos 

homozigotos mutantes foram detectados e representados pelo cluster azul. Já seis indivíduos heterozigotos 

para a alteração c.101T>C foram detectados e representados pelo cluster verde, estando os demais indivíduos 

no cluster vermelho, indicando a ausência da alteração. 

 

4.3.1.11. Alteração A>G na posição 503 

 

A mutação p.K168R consiste na troca de um aminoácido lisina por uma arginina no 

códon 168 da proteína conexina 26. Esta foi detectada em heterozigose em 7 indivíduos 

utlizando as placas de OpenArray™ (Figura 52), sendo um deles um caso de heterozigose 

digênica, onde o indivíduo apresentava a alteração p.K168R em heterozigose, juntamente 

com a alteração p.V609G no gene SLC26A4. 
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Figura 52. Detecção da alteração c.503A>G (p.K168R). No gráfico gerado, quatro indivíduos heterozigotos 

foram detectados e representados pelo cluster verde, estando os demais indivíduos no cluster vermelho, 

indicando a ausência da alteração. 

 

4.3.1.12. Deleção c.167delT 

 

A deleção de uma timina na posição 167 do gene GJB2 é a principal causa de perda 

auditiva de origem genética entre os judeus. A deleção causa a troca no quadro de leitura da 

tradução (frameshift), resultando em um stop códon prematuro e uma proteína não funcional 

(Zelante et al., 1997). No estudo,  foram detectados 6 casos em heterozigose, sendo 2 deles 

em indivíduos que já apresentavam outra deleção, a c.35delG, e outro caso em um indivíduo 

que já apresentava p.V37I em heterozigose (Figura 53). 

 

Figura 53. Detecção da deleção c.167delT. O cluster vermelho representa os indivíduos normais, sem a 

deleção, enquanto o cluster verde indica os 5 casos heterozigotos para a deleção. 
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4.3.1.13. Deleção c.35delG 

 

A deleção de uma guanina na 35ª posição do gene GJB2 é a principal causadora de 

perda auditiva de origem genética entre os caucasianos. Esta é a principal alteração 

relacionada a perda auditiva. A deleção gera a troca no quadro de leitura dos códons, 

causando um término prematuro da proteína, que acaba truncada. Nos ensaios realizados, 

50 indivíduos apresentaram a deleção em heterozigose. Em alguns casos, os indivíduos 

heterozigotos também apresentavam outras alterações estudadas no gene GJB2, como pode 

ser visto na tabela 18.  Outros 34 indivíduos apresentaram a deleção em ambos alelos 

(homozigotos), sendo detectados apenas o anelamento da sonda desenhada para deleção. 

Todos os resultados foram validados através do sequenciamento direto, apresentando 

alguns casos de falso positivo. 

 

Figura 54. Detecção da deleção c.35delG. Indivíduos homozigotos para a deleção são representados pelo 

cluster azul. O verdes representam os heterozigotos e os vermelhos os indivíduos que não apresentam a 

deleção em nenhum dos alelos. 

 

4.3.1.14. Demais resultados 

 

A utilização da técnica TaqMan® OpenArray™ Genotyping permitiu a detecção da 

mutação c.167delT em heterozigose presente em um indivíduo heterozigoto também para a 

mutação c.35delG. Este rastreamento é difícil de ser visualizado utilizando o sequenciamento 
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4.3.2. Análises das mutações no gene nuclear GJB6 

 

Foram selecionados 2 SNPs, o rs11843171 (c.6013G>T no gene GJB6) e o 

rs144457142 (c.1622T>C no gene CRYL1). Ambos não apresentaram nenhuma alteração 

quando utilizada a plataforma OpenArray™, mesmo havendo indivíduos que apresentavam as 

deleções del(GJB6-D13S1830) ou del(GJB6-D13S1854), validados através da técnica de 

PCR-Multiplex e gel de agarose 1,5% (Figura 57). Isso permite-nos dizer que estes ensaios 

acabaram sendo pouco informativos para a utilização no diagnóstico, uma vez que só será 

possível a genotipagem de indivíduos normais quando estes forem heterozigotos, 

confirmando a presença de 2 alelos e nenhuma das deleções. 

 

Figura 57. Gel de agarose dos resultados do PCR-Multiplex para a análise das deleções no gene GJB6. L: 

Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 1: Controle normal; 2: Controle heterozigoto 

del(GJB6-D13S1830); 3: Controle homozigoto del(GJB6-D13S1830); 4: Controle heterozigoto para a del(GJB6-

D13S1854). 

 

4.3.3. Análises das mutações no gene miR96-183 

 

Utilizaram-se dois ensaios para detectar as alterações descritas por Mencía et al. 

(2009). Estes foram validados através do sequenciamento direto, sendo os fragmentos de 

590 pb analisados através do pareamento da sequência de referência, retirada do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/407053), com os softwares CLC Sequence Viewer 6.5.1 e 

Chromas Lite 2.01. A única alteração detectada no gene miR96-183 foi o polimorfismo 

rs73159662 em heterozigose (uma troca de uma guanina por uma adenina em um dos alelos 

do gene mir96) em dois indivíduos durante a validação (Figura 58). 
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Para análise dos indivíduos com a alteração m.1555A>G, o tipo de gráfico utilizado 

foi “Rara Fam Allele”, indicado para estudos de alterações mitocondriais utilizando o software 

TaqMan® Genotyper (Figura 60). 

 

 

Figura 60. Detecção da alteração mitocondrial m.1555A>G utilizando o gráfico do tipo "Rare Fam Allele". 

 

4.3.4.2. Alteração m.1494C>T 

 

Nenhum indivíduo contendo esta alteração foi detectado tanto no ensaio de 

OpenArray™ quanto na validação através da técnica de RFLP-PCR com a endonuclease 

HpH I. Nesta reação de validação, o fragmento amplificado apresentou 441 pb e ao realizar a 

restrição enzimática, todos indivíduos apresentaram o sítio de restrição, clivando a sequência 

em dois fragmentos menores, um de 71 pb e outro de 370 pb (Figura 61). 
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Figura 61. Gel de agarose 2% com os fragmentos gerados após a restrição enzimática para análise da 

mutação m.1494C>T. L: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 1: Controle sem 

digerir; 2: Controle sem a mutação; 3: Controle com a mutação. 

 

4.3.5. Análises das mutações no gene mitocondrial MT-TS1 

 

4.3.5.1. Alteração m.7445A>G 

 

Dos 376 indivíduos analisados nas 4 placas de OpenArray™, apenas um apresentou 

a mutação mitocondrial m.7445A>G. Esta foi validada pelo método de restrição enzimática, 

utilizando a enzima  XbA I para digerir o fragmento de 406 pb. Nos casos dos indivíduos 

normais, visualizaram-se dois fragmentos, um  de 209 pb e outro de 197 pb. Já nos casos 

mutantes, o fragmento ficou inalterado (Figura 62). 

 

Figura 62. Visualização dos fragmentos gerados após a restrição enzimática para análise da mutação 

m.7445A>G em gel de agarose 2%. L: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 1: 

Controle sem digerir; 2: Controle sem a mutação; 3: Controle com a mutação. 
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Figura 64. Visualização do resultado do ensaio p.V609G utilizando o software TaqMan
®
 Genotyper. 

Indivíduos homozigotos para a alteração são representados pelo cluster azul. O verdes representam os 

heterozigotos e os vermelhos os indivíduos que não apresentam a alteração em nenhum dos alelos. 

 

4.3.7. Análises das mutações nos genes nucleares OTOF e TMC1 

 

Nenhum indivíduo apresentou as alterações p.Q829X, no gene OTOF e p.S647P, no 

gene TMC1, quando verificados pela plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping. Estes 

resultados foram validados posteriormente por sequenciamento direto e confirmaram os 

resultados gerados pela genotipagem utilizando as placas de OpenArray™. 

 

4.4. Custo dos exames moleculares para a triagem da perda auditiva 

 

Para o rastreamento das principais mutações associadas à perda auditiva na nossa 

população, o custo é de, aproximadamente, R$ 1.000,00. Este rastreamento inclui o 

sequenciamento do gene GJB2, a triagem das deleções del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-

D13S1854) no gene GJB6 e a detecção da mutação m.1555A>G no gene 12S rRNA. Ao 

todo, são analisadas mutações em 3 genes diferentes nesta triagem. 

Por sua vez, o custo de um set de placas, contendo 10 placas de genotipagem da 

plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping é de, aproximadamente, $6.000,00 (valor dado 

em dólares americanos devido a necessidade de importação do set). Este set é completo, 

contendo kits e reagentes para a realização completa de 10 placas de genotipagem. Assim, o 
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custo por placa, no layout 32 SNPs por 96 amostras é de $600,00. Considerando que é 

possível realizar, por placa, 3.008 reações, cada uma delas tem custo de, aproximadamente, 

$0,20. Logo, para realizar a genotipagem no layout selecionado, o custo é de $6,40 por 

indivíduo analisado. Convertendo os valores de dólares americanos (USD) para reais (R$) de 

acordo com o Banco Central do Brasil (www4.bcb.gov.br/pec/conversao/conversao.asp), na 

data 14 de dezembro de 2012, o valor aproximado seria de R$14,00 para a detecção das 32 

mutações por indivíduo. Ao todo, foram analisados mutações em 9 genes diferentes 

utilizando esta plataforma e layout de genotipagem. 

Os valores citados acima são referentes apenas aos kits para a genotipagem. Os 

demais gastos, como valor dos equipamentos, gastos com mão-de-obra especializada, 

demais reagentes, etc. não foram inclusos nos cálculos. 
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5. DISCUSSÃO 

 

O layout escolhido para a genotipagem utilizando a plataforma TaqMan® OpenArray™ 

Genotyping foi montado contendo as 32 alterações. A empresa Applied BioSystems não 

conseguiu customizar apenas um dos ensaios, o da alteração m.827A>G no gene 12S rRNA. 

Logo, a placa de genotipagem seguiu com apenas as 31 alterações. Destas, foram testadas 

as sondas dos ensaios para verificar se estes funcionariam. Algumas das alterações 

escolhidas apresentaram problemas, sendo eles falsos positivos, falsos negativos e ensaios 

não muito informativos. 

Os resultados gerados pela genotipagem das placas de OpenArray™ tiveram alto 

rendimento, apresentando uma média de 98,85%, porém estes resultados eram os 

resultados brutos, sem desconsiderar os ensaios que não foram devidamente genotipados. 

Um exemplo a ser desconsiderado do resultado bruto é o caso dos nove indivíduos que 

foram excluídos dos ensaios, por apresentarem baixa pureza e concentração. Estes 

apresentaram mutação em heterozigose em todos os 31 ensaios durante a realização do 

experimento. O software TaqMan® Genotyper considerou como genotipagens válidas, mas 

na verdade, este resultados foram excluídos, pois os indivíduos não apresentavam nenhuma 

das alterações. Desconsiderando estes nove indivíduos (2,39%), o rendimento médio das 

placas de OpenArray™ ficou em 97,61%. Somando os resultados que falharam (42 falharam 

e 32 diferentes da validação), houve uma queda de mais 0,65% do rendimento, 

apresentando o rendimento médio final de 96,97%. 

Verificou-se que o alto rendimento e reprodutibilidade da técnica está intimamente 

ligado a integridade (bandas íntegras em gel de agarose),  pureza (A260/280 entre 1,7 e 2,0) e 

concentração das amostras (50ng/µL), onde todos devem respeitar os parâmetros ideias, 

garantindo as 250 cópias haplóides de DNA necessárias, de acordo com o corpo técnico da 

empresa, para o experimento. As amostras que não apresentaram, no mínimo, dois destes 

parâmetros, não puderam ser genotipadas. Este foi o caso das nove amostras que 

apresentaram mutações em heterozigose para todos ensaios, indicando a falha no 

experimento por parte da má qualidade da amostra. 
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Foram detectados oito ensaios com falsos positivos (Tabela 19), sendo eles: 

c.35delG, p.M34T, p.V37I, p.V153I, p.E129K, p.W24X no gene GJB2 e os ensaios p.V609G e 

p.G149R no gene SLC26A4. 

Tabela 19. Ensaios que apresentaram falsos positivos utilizando a plataforma TaqMan
®
 OpenArray

™
 

Genotyping. 

Ensaio Resultados da placa 

de OpenArray
™ 

Resultados das validações 

(sequenciamento direto) 

c.35delG/N 40 34 
c.35delG/c.35delG 34 31 
p.M34T/N 14 11 
p.V37I/N 4 3 
p.V153I/N 2 1 
p.E129K/N 2 1 
p.W24X/N 3 2 
p.V609G/p.V609G 3 1 
p.V609G/N 16 10 
p.G149R/N 3 1 

 

Todos os ensaios citados acima foram validados pelo sequenciamento direto, técnica 

padrão e pré-estabelecida para análise nos genes GJB2 e SLC26A4 no Laboratório de 

Genética Molecular Humana do CBMEG/UNICAMP. Estes ensaios não foram excluídos do 

layout selecionado, mas precisarão, nas novas genotipagens, serem validados por outras 

técnicas, no caso, por sequenciamento direto. Sem dúvidas, haverá a redução de tempo e 

custo na detecção destas alterações, uma vez que, ao invés de sequenciar todos os 

pacientes para detectar das alterações, sequenciam-se apenas os que apresentaram as 

mutações inicialmente triadas nas placas de OpenArray™, verificando quais são ou não 

mutantes. Em um exemplo hipotético para melhor entendimento, utilizando a plataforma 

OpenArray™, foram selecionados 100 pacientes para a detecção da alteração c.35delG. 

Como resultado, houve a presença de 6 pacientes heterozigotos para a deleção de uma 

única base. Assim sendo, é feito o sequenciamento direto apenas destes seis indivíduos, 

para verificar se estes realmente são heterozigotos. Como o ensaio não apresentou 

resultados falso negativos, os demais 94 pacientes são normais para a c.35delG. 

Visualizando o exemplo acima, claramente o gasto e o tempo (requisitos importantes para a 

utilização de qualquer técnica para diagnóstico) para a triagem diminuirá, pois não será 
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necessário sequenciar todos os 100 pacientes atrás da deleção, sequenciando apenas os 6 

que apresentaram a alteração nas placas de OpenArray™. 

No o caso dos ensaios que apresentaram falso negativos estão presentes as 

alterações p.V95M no gene GJB2  e p.Q413R no gene SLC26A4. A primeira delas não 

apresentou, utilizando a placa de OpenArray™, a alteração em heterozigose, resultado 

presente no sequenciamento. Porém, foram detectadas dois indivíduos heterozigotos 

compostos para a alteração p.V37I e p.V95M que tiveram seus resultados validados pelo 

sequenciamento direto. Este último resultado não exclui o caso do falso negativo, logo o 

ensaio deverá ser desenhado de alguma outra forma pela empresa ou será excluído do 

layout escolhido, sendo substituída por outra a ser selecionada. Considerando o caso da 

alteração p.Q413R, nem o controle para a mutação foi detectado. O cluster do controle 

positivo ficou junto com os clusters dos indivíduos normais, indicando que o ensaio não 

funcionou para a detecção desta alteração. Sendo assim, haverá o contato com a empresa 

responsável para verificar as possibilidades de alteração das sondas e primers deste ensaio, 

visando a otimização na triagem desta alteração. No insucesso desta padronização, a 

mesma será excluída do layout selecionado e substituída por outra a ser escolhida seguindo 

os mesmos parâmetros de escolhas utilizados para a escolha dos ensaios. 

Tantos os resultados falsos positivos quanto os falsos negativos só estiveram 

presentes em indivíduos que não apresentavam nenhuma outra alteração. Nos indivíduos 

que apresentavam outras alterações concomitantemente aos ensaios que apresentaram 

falsos resultados, a genotipagem foi realizada de forma correta pelo OpenArray™, levando 

em consideração o nível de pureza (A260/280 entre 1,8 e 2,0) e concentração correta. Em 

busca de explicações para os resultados discrepantes citados acima, e-mails foram enviados 

para o suporte da empresa Applie BioSystems solicitando soluções para otimização dos 

ensaios, porém nenhuma resposta esclarescedora para tais resultados foi obtida. 

Quanto aos ensaios rs11843171 (c.6013G>T no gene GJB6) e rs144457142 

(c.1622T>C no gene CRYL1) apresentaram-se pouco informativos. Ambos SNPs foram 

selecionados para detectar as deleções del(GJB6-D13S1830) ou del(GJB6-D13S1854) no 

gene GJB6. Porém estes ensaios não conseguiram detectar os 4 casos de deleção 

selecionados [3 casos da deleção del(GJB6-D13S1830) e 1 da del(GJB6-D13S1854)], 

podendo assim ser considerados falso negativos. Porém, estes SNPs foram considerados 
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pouco informativos pois a única suposição que poderia ser levantada com este ensaio seria 

com a presença de um indivíduo heterozigoto para um destes SNPs, indicando que as 2 

sondas diferentes anelaram no local onde estariam as deleções. Logo, o indivíduo seria 

normal, não apresentando nenhuma das grandes deleções no gene GJB6. No caso de 

indivíduos heterozigotos para algumas das deleções, o cluster iria estar localizado de acordo 

com a sonda que anelou no alelo que não teria a deleção, considerando o indivíduo 

homozigoto normal ou mutante, não sendo possível distiguir heterozigotos dos indivíduos 

normais. Já os casos de indivíduos homozigotos para as deleções não foram testados, mas 

pelo princípio da técnica, nenhuma sonda iria  anelar e o resultado na placa de OpenArray™ 

seria “No amplification”, indicando a não amplificação do fragmento, que poderia ser 
confirmada por PCR multiplex. 

O custo médio  para o rastreamento das principais mutações é de R$1.000,00. Este 

envolve o sequenciamento do gene GJB2, a detecção da mutação mitocondrial m.1555A>G 

no gene 12S rRNA e das deleções del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) no gene 

GJB6. Ao todo, são verificadas alterações em três genes diferentes. Utilizando a plataforma 

TaqMan® OpenArray™ Genotyping e o layout escolhido de 32 ensaios por 96 indivíduos, foi 

possível analizar alterações em nove genes diferentes simultaneamente. Considerando que 

o set de placas de OpenArray™ neste layout só é vendido no conjunto de 10 placas ao custo 

de, aproximadamente, $6.000,00 (USD - dólares americanos), cada placa tem o valor de 

$600,00 (já incluindo os reagentes e acessórios para a montagem de um slide completo). 

Assim, neste layout, cada alteração teria o custo de, aproximadamente, $0,20. Para avaliar 

um indivíduo, o custo foi de R$6,40. Pelo fato das placas serem customizadas nos Estados 

Unidos da América, elas tiveram que ser importadas e o custo delas não teve adição de 

impostos, uma vez que estas eram destinadas à pesquisa. Convertendo os valores de 

dólares americanos (USD) para reais (R$) de acordo com o Banco Central do Brasil 

(http://www4.bcb.gov.br/pec/conversao/conversao.asp), na data de 14 de dezembro de 2012, 

o valor aproximado seria de R$14,00 para a detecção das 32 mutações por indivíduo. Este 

valor desconsidera os demais gastos, como mão-de-obra, eletricidade, demais reagentes, 

gastos com outros kits, como o utilizado para quantificação, plásticos utilizados e o custo das 

plataformas. Estima-se que, com a adição destes gastos, o custo individual máximo para a 

genotipagem de 32 alterações seria R$500,00. 



119 

 

 

A utilização da plataforma high-throughput TaqMan® OpenArray™ Genotyping para 

diagnósticos seria de grande valia para implementação da triagem inicial da perda auditiva 

de origem genética, pois nela estariam algumas das principais alterações a serem avaliadas, 

gerando um número superior de resultados (simultâneos) em um tempo extremamente 

inferior quando comparado a mesma triagem utilizando as técnicas convencionais e com 

custos inferiores. Isto torna a plataforma uma ótima ferramenta para diagnósticos, uma vez 

que, após padronizada, a acurácia da técnica é superior a 95%, tendendo a aumentar, pois 

haverá a troca dos ensaios que não funcionaram corretamente. Logicamente que, devido a 

grande heterogeneidade genética da perda auditiva, o ideal seria utilizar um layout com um 

número superior de ensaios (256 ensaios por 12 pacientes), porém os gastos com este 

layout passariam de $6,40 para, aproximadamente, $100,00. Mesmo assim, a sua utilização 

ainda continuaria sendo vantajosa, uma vez que a triagem simultânea das 256 alterações iria 

apresentar um número superior de resultados, em tempo e custo inferior às técnicas 

convencionais. 

Como reportado na literatura, a perda auditiva é clinicamente e geneticamente 

heterogênea. Suas causas podem ser divididas em ambientais e genéticas. Esta última 

representa mais de 60% dos casos de perda auditiva congênita. Mais de 103 genes estão 

relacionados a esta causa e a estimativa é que existam mais de 300 genes relacionados ao 

complexo processo da audição (Nance, 2003). O principal gene relacionado à perda auditiva 

neurossensorial é o GJB2, que codifica a conexina 26, tendo mais de 302 alterações 

relacionadas a este gene segundo o  site Human Gene Mutation Database 

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php, 2012). A principal mutação relacionada à perda 

auditiva é a c.35delG, a deleção de uma guanina na posição 35 do gene GJB2, sendo 

responsável por mais de 70% de todos os casos de perda auditiva com padrão de herança 

autossômica recessiva. No estudo, foi detectada a prevalência dos casos de c.35delG, seja 

em heterozigose, em homozigose ou em associação com outras alterações relacionadas a 

perda auditiva, comprovando a prevalência. Com tal heterogeneidade, a busca por 

ferramentas e tecnologias que consigam fazer o screening das principais mutações da perda 

auditiva na nossa população está se intensificando. A utilização das plataformas high-

throughput são os principais soluções para as triagens simultâneas, pois conseguem em um 

tempo muito inferior, quando comparada às técnicas moleculares convencionais utilizadas, 
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fazer a varredura de um número superior de alterações, podendo variar de uma alteração até 

milhares de alterações com as plataformas Illumina e Affymetrix.  

Logicamente que algumas plataformas apresentam o workflow mais demorado e/ou 

mais complexo, o que não viabiliza a técnica para diagnósticos. Sendo assim, cabe conciliar 

o poder da tecnologia high-throughput com a simplicidade, alta reprodutibilidade e acurária, o 

que foi notado na plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping. Embora esta tenha 

apresentado alguns ensaios falso negativos e positivos durante a validação, ela apresentou 

aproximadamente 97% de acurácia, representando 11.303 reações com resultados 

confirmados por outra técnica. Alguns dos pontos importantes: as placas já apresentam os 

ensaios em seus nano-poços, necessitando apenas a adição da amostra de DNA 

devidamente quantificada; o manuseio e distribuição das amostras na placa de OpenArray™ é 

realizada por um auto-pipetador (AccuFill), o que diminui erros de precisão e pipetagem; é 

possivel realizar, de acordo com o workflow da empresa, aproximadamente 99 mil 

genotipagens. Logicamente que esta escala não é recomendada, pois há o risco de 

evaporação e troca de amostras, etc. Outro ponto importante para o uso da plataforma é em 

relação ao custo, que quando comparada a técnicas convencionais de genotipagem (que 

permitem a realização de um ensaio por vez), apresenta custo relativamente inferior, tanto de 

reagentes quanto de mão-de-obra. A placa tem o custo de aproximadamente 600 dólares 

americanos, porém este valor é dividido por 94, correspondente ao número de indivíduos, 

tornando o custo da genotipagem, por indivíduo, de $6,40. 

O ideal para o rastreamento das mutações envolvidas, como dito acima, seria a 

utilização de uma plataforma que consiga realizar a genotipagem de um número maior de 

indivíduos e alterações, porém os custos variariam. Outros pontos a serem levantados 

seriam a necessidade de um estudo na nossa população para se ter conhecimento das 

principais mutações relacionadas encontradas nesta e o que cada alteração representa, 

fenotipicamente falando, assim como estudos de associação. 

Cabe lembrar que, resultados negativos no ensaios selecionados não excluem o 

pacientes de ter sua causa de origem genética. Isto pois os avanços na pesquisa de novos 

genes e alterações relacionadas a perda auditiva são constantes, fazendo a descoberta de 

novas alterações que possam estar relacionadas a perda auditiva a cada dia. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 A plataforma TaqMan® OpenArray™ Genotyping se mostrou muito eficaz para a 

genotipagem das amostras relacionadas à perda auditiva, tendo acurácia de 96,97%, o 

equivalente a 11.303 das 11.656 reações. 

 

 O tempo necessário para fazer o screening das 31 mutações foi muito inferior 

quando comparado a detecção das mesmas pelas técnicas convencionais. 

 

 As placas de OpenArray™ se mostraram ótimas ferramentas para diagnósticos 

e fácil reprodutibilidade, uma vez que é necessário apenas a adição das amostras na placa. 

Porém é necessária a escolha correta e padronização dos ensaios. 

 

 O custo para a verificação das mutações é inferior, tornando a plataforma e o 

layout uma aplicação possível para a área de diagnósticos não só da perda auditiva, mas 

de outras patologias que apresentem origem ou fatores genéticos. 

 

 O layout escolhido apresentou dois ensaios falsos negativos (p.V95M no gene 

GJB2  e p.Q413R no gene SLC26A4), sendo estes descartados da utilização com 

diagnóstico. Soluções foram buscadas para otimização destes ensaios a empresa, porém 

nenhuma resposta foi obtida. 

 
 

 O layout utilizado apresentou oito ensaios falsos positivos, sendo eles: 

c.35delG, p.M34T, p.V37I, p.V153I, p.E129K, p.W24X no gene GJB2 e os ensaios p.V609G 

e p.G149R no gene SLC26A4. Estes não foram descartados por serem ensaios 

fundamentais para a triagem, porém será necessário a utilização de outra técnica para 

validar apenas os indivíduos que apresentaram alterações para estes ensaios. 
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 Os ensaios rs11843171 (c.6013G>T no gene GJB6) e o rs144457142 

(c.1622T>C no gene CRYL1), selecionados para estudar as deleções del(GJB6-D13S1830) 

e del(GJB6-D13S1854) do gene GJB6, apresentaram-se pouco informativos. A única 

informação proveniente do ensaio seria a presença de indivíduos normais caso estes sejam 

heterozigotos para algum dos ensaios. A presença dos dois alelos diferentes (normal e 

mutante) indicaria a não presença de qualquer uma das grandes deleções do gene GJB6. 

Porém, nenhum indivíduo heterozigoto para rs11843171 ou rs144457142 foi detectado. 

 

 Foi confirmada a alta prevalência de mutações no gene GJB2, especialmente 

da mutação c.35delG. 
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