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RESUMO

A deficiéncia auditiva € dos defeitos sensoriais o mais comum, afetando cerca de um em
cada quinhentos recém-nascidos. Mais de 60% dos casos de perda auditiva congénita sdao
causadas por fatores genéticos. Apesar da grande heterogeneidade da perda auditiva
genética, mais de 50% estdo associadas a mutagdes no locus DFNBI1 no cromossomo
13q12. Este locus contém os genes GJB2 e GJB6 que codificam as proteinas conexina 26 e
30 respectivamente. A alta prevaléncia de individuos com perda auditiva apresentando
mutacdes recessivas no locus DFNB1 em apenas um alelo tem dificultado o diagnéstico
molecular e consequentemente o aconselhamento genético. Portanto, o principal objetivo
deste trabalho foi elucidar a causa genética da perda auditiva em quarenta e oito individuos
monoalélicos para mutacdes recessivas no gene GJB2 (46) ou no gene GJB6 (2). Provaveis
novas delecdes no locus DFNB1 foram encontradas em quatro individuos heterozigotos
para mutacOes no gene GJB2. Além disso, entre os quarenta e oito individuos estudados
foram detectadas duas mutacdes no gene SLC26A4 (p.V609G, p.C282Y) em trés deles e
ainda, duas mutagcdes no gene CDH23, p.R1746Q e p.R301Q, em dois individuos. As
mutagdes, p.V609G, p.C282Y e p.R1746Q, foram encontradas em heterozigose e, portanto,
nao € possivel afirmar que, de fato, essas alteragdes sejam a causa da surdez. Contudo, a
mutagdo p.R301Q, encontrada em homozigose em um dos pacientes estudados, trata-se de
uma mutagdo missense e poderia explicar o fenétipo. Entre os quarenta e oito individuos
estudados foram ainda detectadas oito alteragdes mitocondriais em dezoito casos. Quatro
delas podem estar envolvidas com a perda auditiva justificando assim a surdez. Quanto a
andlise do cluster miR-183, nenhuma mutacido patogénica foi encontrada em nenhum dos
quinhentos e vinte e um individuos analisados, o que corrobora com dados da literatura
onde mutagdes nos microRNAs, miR-96-183-182 ndo sdo uma causa comum de surdez.
Concluiu-se que, a pesquisa de mutacdes em outros genes diminui o nimero de casos com
diagndstico inconclusivo. Entretanto, devido a grande heterogeneidade genética e clinica da

perda auditiva muitos permanecem ainda com diagndstico indefinido.

XXVii



ABSTRACT

XXviii



ABSTRACT

Hearing impairment is the most common sensory impairment, affecting
approximately one in five hundred newborns. More than 60% of the congenital hearing loss
cases are caused by genetics factors. Despite the enormous heterogeneity of genetic hearing
loss, up to 50% of the cases are associated with mutations in the DFNBI1 locus on
chromosome 13q12. This locus contains the G/B2 and GJB6 genes, which code for the gap
junction (GJ) proteins connexin 26 (Cx26) and connexin 30 (Cx30) respectively. A large
number of affected individuals carry only a single identified recessive mutation in locus
DFNBI1, making the molecular diagnostic and genetic counseling difficult. The aim of this
study was to elucidate the genetic cause of hearing loss in forty eight individuals
monoallelic for recessive mutations in the GJB2 gene (46) or in GJB6 gene (2). Probable
new DFNBI locus deletions were found in four individuals heterozygous for mutations in
GJB2 however. Moreover, among the forty eight heterozygous individuals studied, two
mutations were detected in the SLC26A4 gene (p.V609G, p.C282Y) in three of them and
two mutations in CDH23 gene (p.R1746Q p.R301Q) were identified in two individuals.
Mutations, p.V609G, and p.C282Y p.R1746Q were found in heterozygous and therefore
could not be considered the cause of deafness in the patients studied. However, the
mutation p.R301Q was present as homozygous in one individual. This alteration is a
missense mutation, and may explain the deafness in this patient. Among the forty eight
subjects studied, we detected eight mitochondrial alterations in eighteen cases. Four of
them may be involved with hearing loss, thus justifying deafness. As the analysis of the
miR-183 cluster, no pathogenic mutation was found in any of the five hundred twenty-one
individuals analyzed, which agrees with literature data where mutations in microRNAs,
miR-96-183-182 are not a common cause of deafness. We conclude that the detection of
mutations in other genes reduces the number of cases with inconclusive diagnostic.
However, due to high clinical and genetic heterogeneity of hearing loss with many still

remains undefined diagnosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 O sistema auditivo

O sistema auditivo € um dos mais complexos e sofisticados mecanismos de
transducdo existentes na natureza. Ele é responsdvel por captar e transformar a energia
mecanica das ondas sonoras em impulsos elétricos, que sdo enviados ao cérebro, onde sdo
descodificados e interpretados, permitindo a compreensdo dos sons ao nosso redor. O
sistema auditivo é composto pela orelha externa, média e interna (Figura 1). A orelha
externa € dividida anatomicamente em duas partes: o pavilhao auricular e o canal auditivo
externo (meato acustico). A fun¢do principal do pavilhdo auricular € captar e direcionar as
ondas sonoras para o canal auditivo. Ja o canal auditivo externo tem a fun¢do de transmitir

0s sons para a membrana timpanica e proteger a orelha média e interna, além de servir de

camara de ressonancia ampliando algumas frequéncias de sons.

Orelha Orelha
-0
‘ relha Externl—" Média }' Intema *h‘

Ossiculos

Coclea

Pavilhdo Meato Membrana
Auricular acustico timpanica

Figura 1. Esquema do sistema auditivo evidenciando as principais partes da orelha externa, média e
interna.



A orelha média é composta por trés ossiculos articulados entre si, martelo, bigorna e
estribo, que servem como um elo entre o timpano e a janela oval da orelha interna. Os
ossiculos funcionam como alavancas, aumentando a for¢a das vibragdes mecanicas e por
isso agindo como amplificadores das vibracdes das ondas sonoras. A orelha interna é
composta pela cdclea, responsdvel pela audicdo e vestibulo e canais semicirculares, que
controlam o equilibrio e orientacdo espacial. A céclea € um canal 6sseo-membranoso em
forma de caracol, rodeado pelo osso temporal. E dividida em trés compartimentos
preenchidos por fluidos: as escalas média, vestibular e timpanica (Figura 2). A escala média
¢ uma cavidade cheia de endolinfa, localizada entre a escala vestibular e timpanica,
cavidades preenchidas por perilinfa. A escala média contém o 6rgdo de Corti, que € a

porcao sensorial propriamente dita do sistema auditivo.

Secg¢do transversal da coclea
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Figura 2. Ilustragdo esquemadtica da coclea. Visualizagdo frontal e em secgfo transversal. A sec¢io
transversal da céclea mostra a escala média entre as escalas vestibular e timpanica. Em destaque esquema
detalhado do orgdo de Corti e micrografia dos estereocilios das células ciliadas (Adaptado de: “The inner
ear”, capitulo “The Auditory System” do livro “Neuroscience”, editado por Purves e colaboradores (2001) e
disponivel no NCBI Bookshelf — http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=neurosci&part=894).
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O 6rgao de Corti, situado na membrana basilar, € constituido por células de suporte
e células sensoriais, denominadas células ciliadas. A por¢cdo apical das células ciliadas
contém projecdes especializadas ricas em actina, denominadas estereocilios. Uma
membrana acelular, chamada membrana tectdria, cobre o epitélio de células ciliadas. As
células ciliadas internas sdo capazes de transformar a energia mecanica em impulsos

elétricos, que € o principio basico da audicdo.

1.2 Mecanismo da audicao

O som € produzido por ondas de compressdo e descompressdo alternadas do ar. O
pavilhdo auditivo capta e canaliza as ondas para o canal auditivo e para o timpano. Quando
as ondas atingem a membrana timpanica, a pressdo e descompressdo alternada provoca o
deslocamento do timpano para trds e para frente. Logo, o timpano vibra com a mesma
frequéncia da onda. Dessa forma o timpano transforma as vibragdes sonoras em vibracoes
mecanicas que sdo transmitidas para os ossiculos. A movimenta¢do dos ossiculos determina
um movimento de “vaivém” de encontro com a janela oval da céclea, transmitindo assim as
ondas mecanicas para o liquido coclear. Os movimentos da janela oval sdo transmitidos
para a escala timpanica e em seguida para a membrana de Reissner, que separa a escala
vestibular da escala média, sendo entido traduzidos em movimentos da endolinfa e
consequentemente, da membrana tectéria sobre as células sensoriais do 6rgdo de Corti.
Simultaneamente, a vibracdo da membrana basilar faz com que as células ciliares do 6rgao
de Corti se agitem para frente e para trds; isso flexiona os cilios nos pontos de contato com
a membrana tectdrica. A flexdo dos cilios excita as células sensoriais e gera impulsos nas
pequenas terminacdes nervosas filamentares da céclea que enlagcam essas células. Esses
impulsos sdo entdo transmitidos através do nervo coclear até os centros auditivos do tronco

encefalico e cortex cerebral.



1.3 Perda Auditiva

A surdez refere-se a perda total da capacidade auditiva em uma ou nas duas orelhas.
Ja a deficiéncia ou perda auditiva, referem-se a perda parcial ou completa da capacidade de
ouvir (OMS, 2009). A perda auditiva € um dos distirbios sensoriais humanos mais comuns
afetando o desenvolvimento infantil, integracdo social e a qualidade de vida dos individuos
afetados com um substancial impacto na satde publica. Ela pode se manifestar em qualquer
faixa etdria. Na crianga, se a perda ocorre jd ao nascimento ou nos primeiros anos de vida,
poderd causar distirbios ou atrasos na aquisicio da linguagem, além de problemas no
desenvolvimento intelectual, emocional e de aprendizado. No adulto, pode gerar

isolamento, levar a depressdo, a problemas no trabalho e de relacionamento.

O diagnéstico realizado durante o primeiro ano de vida da crianga possibilita a
intervencdo médica e fonoaudioldgica, permitindo um progndstico mais favordvel em
relacdo ao seu desenvolvimento. No Brasil, de modo geral, o diagnéstico das alteracdes
auditivas ocorre muito tardiamente, por volta dos dois ou trés anos de idade, o que
prejudica o prognodstico. Quanto mais precoce for a reabilitacdo, melhores sdo os

resultados.

Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS, 2003), a deficiéncia auditiva
afeta cerca de 10% da populagdo mundial, variando segundo o grau de desenvolvimento
socioecondmico e hdbito local (estado nutricional, ocupacdo profissional, raca, cultura e
grau de informacgdo sobre prevencdo). Ainda de acordo com estimativas da OMS, pelo
menos 278 milhdes de pessoas do mundo inteiro apresentam perda auditiva bilateral
moderada ou severa. Em paises desenvolvidos 1 em cada 1000 criancas nasce com perda
auditiva e 60% da populacdo acima de 60 anos de idade apresentam algum grau de perda

auditiva (Dror & Avraham, 2009).

7z

No Brasil, a frequéncia é estimada em 4 a cada 1000 nascimentos (Piatto &
Maniglia, 2001), podendo variar, dependendo da regido estudada, de 2 a 7 para cada 1000

recém-nascidos (Simoes & Maciel-Guerra, 1992; Russo et al., 2000). Em idosos, um estudo
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transversal de base hospitalar, com 101 individuos acima de 65 anos participantes do

Centro de Estudos do Envelhecimento — Setor de Geriatria e Gerontologia da Universidade

Federal de Sao Paulo (UNIFESP) — Escola Paulista de Medicina (EPM), foi verificada uma

prevaléncia de perda auditiva de 63,5% (Bilton et al, 1997).

No Brasil, 80 a 90% das criangas com deficiéncia auditiva ndo completam o ensino

fundamental e apenas 5% dos alunos com surdez profunda atingem niveis educacionais

semelhantes ao das pessoas sem qualquer deficiéncia (Santos et al., 2011).

1.3.1. Classificacdo das perdas auditivas

As deficiéncias auditivas podem ser classificadas de diferentes formas.

1.3.1.1 Quanto a localizacdo da anomalia

Perda auditiva condutiva: quando a anomalia afeta a orelha externa ou média,
impedindo que as ondas sonoras sejam conduzidas para a orelha interna. E a menos
frequente e entre as causas mais comuns estdo as otites, otosclerose ou aderéncias
(imobiliza¢do de um ou mais ossos da orelha média) e tumores na orelha média.
Geralmente as alteragdes de surdez de condug¢do podem ser resolvidos por
tratamento médico ou cirdrgico.

Perda auditiva sensorioneural: quando a anomalia afeta a orelha interna (c6clea), o
nervo auditivo, ou regides auditivas do cérebro. E o tipo de perda mais frequente,
chegando a cerca de 90% entre as criangas com déficit permanente da audi¢do
(Parving et al., 1994). Entre as causas mais comuns estdo: exposi¢ao a ruido de alta
intensidade ou sons altos; presbiacusia (surdez pela idade), meningite, viroses
(citomegalovirus, rubéola, caxumba), fatores genéticos, tumores e uso de
medicamentos ototéxicos. Devido a grande diversidade etioldgica da perda auditiva
sensorioneural, em muitos casos, € dificil estabelecer a causa da perda.

Perda auditiva mista: quando ha uma alteracdo na condu¢d@o do som associada a

lesdo do orgdo sensorial ou do nervo auditivo.



1.3.1.2 Quanto ao grau
Segundo classificacdo baseada na OMS (2006), considera-se:

e Perda auditiva leve: limiares entre 26 a 40 dB
e Perda auditiva moderada: limiares entre 41 a 60 dB
e Perda auditiva severa: limiares entre 61 a 80 dB

e Perda auditiva profunda: limiares acima de 81 dB

1.3.1.3 Quanto aos sinais clinicos

z

e Sindromica: quando a perda auditiva € acompanhada por outros sinais clinicos
como: malformacdes craniofaciais e cervicais, displasias esqueléticas (Osteogénese
imperfeita), anomalias cutaneas (Sindrome de Waardenburg), anomalias oculares
(Sindrome de Usher), entre outros. Ultimo levantamento realizado mostrou 680

sindromes associadas a perda auditiva, com variadas frequéncias, tipos e graus

(OMIM- Online Mendelian Inheritance in Man- julho 2006).

e Nao-sindromica: quando a perda auditiva se apresenta isoladamente, ou seja, sem
associacdo a outros sinais clinicos. Causas infecciosas sdo relativamente frequentes
em paises em desenvolvimento, porém, a etiologia de origem genética tende a se

tornar mais importante a medida que ocorra melhoria nas condi¢des de saide

publica.

Aproximadamente 30% dos casos de perda auditiva pré-lingual, de origem genética,

sdo sindromicos e, 70% ndo-sindromicos (Parker et al., 1999).

As deficiéncias auditivas podem ainda ser classificadas de acordo com o inicio da
perda auditiva, como congénita, adquirida ou tardia. Se estiver presente ao nascimento, ou
antes da aquisicdo da linguagem, a perda auditiva pode ser pré-lingual e, quando se

manifesta apds a aquisi¢do da linguagem, pos-lingual (Ito et al., 2010).



1.3.2 Etiologia da perda auditiva

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

graus de perda auditiva (Dror & Avraham, 2009).

Em paises desenvolvidos, 60% dos casos de surdez congénita sdo genéticos, 30%
adquiridos e 10% de etiologia idiopatica, ou seja, de causa desconhecida (Bitner-Glindzicz

M et al., 2002).

No Brasil, devido as condi¢des médico-sanitdrias da populacdo, a perda auditiva
causada por fatores ambientais ainda predomina, além disso, um grande nimero de casos
(32%) € tido como idiopatico (Pupo et al., 2008). Estudos brasileiros relacionados a
prevaléncia da surdez sdo escassos, contudo, Simdes & Maciel-Guerra (1992) encontraram
uma propor¢ao de 67% dos casos estudados, com etiologia ambiental, 15% com etiologia
genética e 18,5% com etiologia ndo esclarecida. Nobrega e colaboradores (2005),
estudaram a etiologia da perda auditiva em 442 individuos brasileiros e demonstraram que
a rubéola € ainda uma importante causa de perda auditiva no Brasil. Acredita-se que com a
melhora da atencdo materno infantil e com avangos nos estudos genéticos, a propor¢ao de

causas genéticas tende a aumentar.



Tabela 1. Fatores ambientais e genéticos envolvidos na perda auditiva (Modificado de Russo,
2000).

Causas de perda auditiva

Infec¢do materna (rubéola, citomegalovirus, sifilis,
Pré-Natal toxoplasmose, herpes)

Uso de medicamentos ototdxicos durante a gestagao

Irradiacdo durante a gestagdo

Pré-maturidade, Ictericia grave

Peri-Natal
Ambiental Trauma de parto

Anodxia

Terapia intensiva neonatal de mais de cinco dias

Meningites, Otites

Pés-Natal Sarampo, Caxumba

Exposicio continua a ruidos ou sons muitos altos

Ventilagdo mecanica

Traumatismos cranianos

Autossdmico dominante

Sindromico AutossOmico recessivo

Ligada ao X

Mitocondrial

Genética . )
Autossdmico dominante

Autossdmico recessivo

N#o-Sindromico Ligada ao X

LigadaaoY

Mitocondrial

1.3.3. Genética da perda auditiva

O progresso das pesquisas relacionadas a perda auditiva genética tem provocado um
importante avanc¢o na identificacdo das causas da surdez, assim como no entendimento dos
mecanismos moleculares que governam o desenvolvimento, a fun¢do, a resposta ao trauma
e o envelhecimento da orelha interna. Os recentes avancos na biologia molecular e
genOmica tem contribuido para elucidar a compexa rede de genes envolvidos no
mecanismo da audi¢do, que é o primeiro passo para a implementacdo de uma terapia

eficiente para a perda auditiva.
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O grande nimero de genes expressos na coéclea reflete a complexidade dos
mecanismos moleculares envolvidos neste 6rgdo de intrincada natureza (Heller et al.,
1998). Até o momento ja foram descritos 150 loci e 103 genes envolvidos com perda
auditiva. Estima-se que este nimero possa atingir a 300 genes (1% do genoma humano), ja
que muitos loci foram mapeados, porém, os genes correspondentes ainda ndo foram

identificados (Van Camp & Smith, 2012; Nance et al., 2003; Brownstein et al., 2012).

1.3.3.1 Perda auditiva sindromica

Mais de 400 sindromes ja foram descritas nas quais a surdez é uma das
manifestacdes clinicas. As perdas auditivas sindrOmicas representam cerca de 30% das
perdas auditivas de origem genética e podem apresentar todos os tipos de heranca. A
Sindrome de Waardenburg € o tipo mais comum de perda auditiva sindromica de heranga
autossomica dominante, seguida pela Sindrome de Branchio-Oto-Renal e de Stickler.
Quanto a perda auditiva sindromica de heranca autossdmica recessiva, a Sindrome de
Usher € a mais comum, seguida pela Sindrome de Pendred e Sindrome de Jervell & Lange-
Nielsen (Van Camp & Smith, 2012). A seguir estdo destacadas as principais sindromes

que apresentam a surdez como sinal clinico (Tabela 2).

Tabela 2. Principais sindromes que apresentam a perda auditiva como sinal clinico (Van Camp Smith, 2012).

Sindromes Genes Localizacao Referéncia Bibliografica
COIAAS Xq22 Barker et al., 1990
Alport COLA4A3 2q36-q37 Mochizuki et al., 1994
COLAA4
EYAI 8ql13.3 Abdelhak ef al., 1997
SIXS 19q13.3
Branchio-Oto-Renal Desconhecido 1q31 Kumar et al., 2000
SIX1 14921.3-q.24.3 Ruf et al., 2004
KCNQI 11p15.5 Neyroud et al., 1997
Jervell & Lange-Nielsen KCNE] 21q22.1-q222 | Schulze-Bahr et al., 1997
CHARGE SEMA3E 7921.11
CHD7 19q13.3 Vissers et al., 2004
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Chen et al., 1992

Norrie NDP Xpll.3
Berger et al., 1992
SLC26A4 7q21-q34 Everett et al., 1997
Pendred FOXII 5q35.1 Yang et al., 2007
KCNJ10 1q23.2 Yang et al., 2009
COL2A1 12q13.11-q13.2
COLI11AI 1p21 Richards et al., 1996
) COLI11A2 6p21.3 Vikkula et al., 1995
Stickler
COLY9AI 6ql13 Van Camp et al., 2006
COL9A2 1p34.2 Baker et al., 2011
Treacher Collins TCOFI 5q32-q33.1 Dixon et al., 1996
PAX3 2q35 Tassabehji et al., 1992
MITF 3pl4.1-p13.3 Tassabehji et al., 1994
Desconhecido 1p21-p13.3
Waardenburg Desconhecido 8p23
SNAI2 8qll Sanchez-Martin et al., 2002
PAX3 2q35
EDNRB 13q22 Attie et al., 1995
EDN3 20q13.2-q13.3
SOX10 22ql13 Pingault et al., 1998
MYO7A 11q13.5 Weil et al., 1995
Verpy et al., 2000
USHIC 11pl5.1
Bitner-Glindzicz et al., 2000
Wayne et al., 1996
CDH23 10g22.1 Bork et al., 2001
Bolz et al., 2001
Desconhecido 21921 Chaib et al., 1997
PCDHIS 10q21-22 Ahmed et al., 2001
Alagramam et al., 2001
h
Usher SANS 17q24-25 Mustapha et al., 2002
Weil et al., 2003
Desconhecido 15q22-23
USH2A 141 Kimberling et al., 1990
Eudy et al., 1998
Desconhecido 3p23-24.2 Hmani et al., 1999
VLGRI 5q14.3-q21.3 Pieke-Dahl et al., 2000
Weston et al., 2004
WHRN 9q32 Ebermann et al., 2007
USH3A 3q21-q25 Sankila et al., 1995
Joensuu et al., 2001
PDZD7 10g24.31 Ebermann et al., 2010
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1.3.3.2 Perda auditiva ndo-sindromica

A perda auditiva ndo-sindromica €, na sua maioria, monogénica e representa 70%
dos casos de surdez genética. O diagndstico etiolégico nem sempre € fécil de ser

estabelecido em fun¢do de sua grande heterogeneidade.

Uma nomenclatura padronizada e classificacdo comum t€m sido usadas para loci e
genes envolvidos com perda auditiva (HUGO Gene Nomenclature Committee,
http://www.genenames.org/). Os diferentes loci da surdez nao-sindromica sdo designados
como DFN proveniente do inglés deafness, acrescida das letras A ou B, significando forma
de transmissdo autossoOmica dominante (DFNA) e recessiva (DFNB), respectivamente.
Quando se denomina DFNX trata-se de surdez de transmissao ligada ao cromossomo X. Os
nimeros que acompanham essas nomenclaturas sdo dados sequencialmente de acordo com

a ordem cronoldgica de descoberta da doenca.

Em relagdo aos mecanismos de herancga, estima-se que aproximadamente 75 a 80%
dos casos de surdez genética ndo-sindromica sejam de herancga autossdmica recessiva, 20 a
25% autossoOmica dominante e cerca de 1 a 2% ligada ao cromossomo X. Além disso, a
frequéncia da heranca mitocondrial é estimada em 1% (Kokotas et al., 2007; Hilgert et al.,
2009b). A Tabela 3 lista 64 genes ja descritos relacionados a surdez ndo-sindromica. Ela
estd dividida de acordo com o modo de heranga: autossOmico recessivo, autossdmico
dominante, ligado ao cromossomo X e mitocondrial. Para cada gene € mencionado o locus

e a funcdo de seus produtos no processo da audic¢ao.

Tabela 3. Genes associados a perda auditiva nao-sindrdmica (Modificado de Hilgert et al., 2009);
Baseado em Van Camp & Smith. Hereditary Hearing Loss Homepage. Disponivel em
<http://hereditaryhearingloss.org>).

Heranca autossdmica recessiva ou dominante

Gene Locus Funcio do produto na audicio
GJB2 DENB1/DFNA3A Homeostase iOnica

TMCl1 DFENB7/11/DFNA36 Desconhecida

TECTA DFNB21/DFNAS8/12 Proteina da matriz extracelular
MYO7A DFNB2/DFNA11 Proteina motora dos estereocilios
GJB6 DFNB1/DFNA3B Homeostase i0nica
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MYO6 DFENB37/DFNA22 Proteina motora dos estereocilios
GJB3 -/DFNA2B Homeostase i0nica
COLI11IA2 DFNBS53/DFNA13 Proteina da matriz extracelular

Heranca autossdmica recessiva
Gene Locus Funcio do produto na audicio
SLC26A4 DFNB4 Homeostase i0nica
MYOI5A DFNB3 Proteina motora dos estereocilios
OTOF DFNB9 Exocitose nas vesiculas sindpticas das células

ciliadas internas

CDH23 DENB12 Proteina de adesao dos estereocilios
TMPRSS3 DENBS/10 Desconhecida
TRIOBP DFNB28 Formacio do citoesqueleto dos estereocilios
TMIE DFNB6 Desconhecida
PJVK DENB59 Sinalizagdo de células ciliadas e neurdnios
ESPN DENB36 Formagao do citoesqueleto dos estereocilios
PCDHI15 DFNB23 Proteina de adesao dos estereocilios
ESRRB DFNB35 Fator de transcri¢do
MARVELD?2 DFNB49 Homeostase iOnica
LHFPLS5 DFNB66/67 Proteina de adesao dos estereocilios
STRC DFNBI16 Proteina da matriz extracelular
CLDNI14 DFNB29 Homeostase i0nica
RDX DFNB24 Formagao do citoesqueleto dos estereocilios
MYO3A DFENB30 Proteina motora dos estereocilios
SLC26A5 DFNB61 Motor molecular de células ciliadas externas
WHRN DFNB31 Proteina do arcabouco protéico dos estereocilios
USHIC DFNB18 Proteina do arcabouco protéico dos estereocilios
0OTOA DFNB22 Proteina da matriz extracelular
GRXCRI DFNB25 Desconhecida
LOXHDI DENB77 Feixe de estereocilios
TPRN DENB79 Feixe de estereocilios
GPSM?2 DFNB&2 Proteina transmembranica
PTPRQ DFNB84 Sinalizagao celular
HGF DFNB39 Sinalizagdo celular
LRTOMT DFNB63 Desconhecida
MSRB3 DFNB74 Oxido-reducio mitocondrial
SERPINBG6 DFNB91 Inibidor de protease intracelular
ILDRI DFNB42 Desconhecida
GIPC3 DENB15/72/95 Feixe de estereocilios

Heranca autossdmica dominante
Gene Locus Funcio do produto na audiciao
WFS1 DFNAG6/14/38 Homeostase i6nica
KCNO4 DENA2A Homeostase idnica
COCH DFNA9 Proteina da matriz extracelular
MYOIA DFNA48 Desconhecida
ACTGI DFNA20/26 Formacao do citoesqueleto dos estereocilios
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EYA4 DFNA10 Fator de transcri¢cdo
MYHI14 DENA4 Desconhecida
DFNAS5 DENAS Desconhecida
POU4F3 DFNAI15 Fator de transcricao
CRYM - Homeostase i0nica
TFCP2L3 DFNA28 Fator de transcri¢do
MYHY9 DFENA17 Proteina motora dos estereocilios
CCDC50 DFNA44 Formacio do citoesqueleto dos estereocilios
DIAPHI DFNAL Formacio do citoesqueleto dos estereocilios
MIR-96 DENAS50 Regulagdo da expressdo génica
TJP2 DENASI Manutenc¢do de diferenca de potencial elétrico
SMAC/DIABLO | DENA64 Inducdo de apoptose

Heranca ligada ao X
Gene Locus Funcio do produto na audicio
POU3F4 DFNX2 Fator de transcri¢do
PRPS1 DFNX1 Metabolismo de purina e biossintese de nucleotideos
SMPX DFNX3 Desconhecida

Heranga mitocondrial

Gene Locus Funcao do produto na audicao
125 rRNA MT-RNRI1 RNA ribossomico mitocondrial
tRNASer(UCN) MT-TS1 RNA transportador mitocondrial
tRNA His MT-TH RNA transportador mitocondrial
tRNA Glu MT-TE RNA transportador mitocondrial

Cerca de 50% dos casos de perda auditiva ndo-sindrémica autossdmica recessiva
podem ser atribuidos a alteracdes no locus DFNBI, causada por mutagdes nos genes GJB2

que codifica a proteina conexina 26 e GJB6 que codifica a proteina conexina 30.

1.3.3.3 Genes de conexinas

As conexinas (Cx) sdo proteinas transmembranicas envolvidas nas gap junctions ou
juncdes comunicantes. Elas compartilham uma homologia comum, apresentando quatro
dominios a-hélice transmembranicos, dominios citoplasmdticos que incluem as
extremidades aminoterminal e carboxiterminal, a al¢ca entre o segundo e o terceiro dominio
transmembranico, e duas algas extracelulares (Beyer et al., 1993). A Figura 3 mostra um

esquema que representa a estrutura das conexinas.
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Figura 3. Representacdo esquemadtica da estrutura das conexinas, demonstrando os dominios
transmembranicos (TM1-TM4), extremidades aminoterminal (NH2) e carboxiterminal (COOH),
alca intracitoplasmatica (IC) e algas extracelulares (EC1 e EC2) (Baseado em: Rabionet et al.,
2002).

A primeira conexina foi clonada em 1986 (Kumar & Gilula, 1986; Paul, 1986). Em
termos evoluciondrios, as conexinas podem ser classificadas em pelo menos trés subclasses
— o, p ou y — de acordo com o peso molecular ou homologia. Entretanto, a nomenclatura
correntemente utilizada faz referéncia ao tamanho da proteina predita (em kDa) a partir da

sequéncia do cDNA considerado, precedida do termo genérico Cx (Beyer et al., 1993).

Seis moléculas de conexinas formam um hemicanal chamado conexon (Rabionet et
al., 2002). Em 2009, Maeda e colaboradores reportaram a andlise cristalografica do canal
intercelular formado por Cx26 (Figura 4A e B). O estudo computacional estrutural pode
contribuir para o conhecimento do efeito das mutagdes na estrutura e na funcdo da proteina

(Bicego et al., 2006).
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Figura 4. Estrutura cristalografica do conexon (PDB ID 2ZW3). A= Representacdo de duas
subunidades de conexinas adjacentes, ilustradas em amarelo e verde, com os dominios amino
terminais (NT) indicados em vermelho, e os quatro dominios transmembranicos (TM1-TM4)
identificados; B= Representacdo de seis subunidades de conexinas, ilustradas em diferentes cores,
com seus dominios NT em vermelho, formando um hemicanal (Retirado de: Beyer et al., 2011).

Os conexons de células adjacentes se unem covalentemente para formar os canais
intercelulares que constituem as gap junctions. Os conexons podem ser compostos por
conexinas de somente um tipo, chamados homoméricos, ou de diferentes tipos, conhecidos

como heteroméricos. Da mesma forma, os canais intercelulares podem ser homotipicos ou

heterotipicos (Hilgert et al., 2009b) (Figura 5).

Figura 5. Esquema mostrando diferentes tipos de canais intercelulares. A seta 1 exemplifica um
canal homomérico e homotipico. A seta 2 exemplifica um canal heteromérico e heterotipico. A seta

3 exemplifica um canal homomérico e heterotipico. Modificado de Korkiamiki, 2002.
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As comunicagdes intercelulares, mediadas pelas jungdes comunicantes, permitem a
passagem direta de fons e pequenas moléculas entre o citoplasma das células e sdo
fundamentais para homeostase dos tecidos, crescimento e diferenciacdo celulares (Willecke

etal., 2002).

Com a evolucdo dos estudos do genoma humano, pelo menos 21 conexinas ja foram
identificadas. Algumas apresentam maior expressdo em determinadas células ou tecidos do
que outras. Na epiderme e em seus anexos, nos epitélios da orelha interna e da cérnea e em
outros epitélios derivados do ectoderma, encontram-se cerca de dez conexinas diferentes,
que sdo expressas durante o mesmo periodo de desenvolvimento embriondrio e
diferenciagdo epitelial. Contudo, embora duas ou mais conexinas possam Ser co-expressas
na mesma célula nem sempre a perda da fun¢do de uma conexina alterada ¢ compensada

por outro membro da familia.

As conexinas sdo expressas na coclea, entre as células de suporte das células
sensoriais ciliadas, formando um caminho para reciclagem dos fons potéssio (K*) durante a
transducdo auditiva (Figura 6). Quando os ions potédssio entram nas células ciliadas em
resposta a estimulos acusticos, ocorre uma onda de despolarizagdo que causa o influxo de
fons célcio e a liberacdo de neurotransmissores. O acoplamento elétrico facilita a
homeostase, em parte, pelo transporte de ions potdssio através das gap junctions e canais de
potédssio (Couloigner et al., 2006). Os ions potassio se difundem, passivamente, pelas
células de sustentacdo, pelos fibrocitos do ligamento espiral até a estria vascular e pelos
fibrécitos do limbo espiral para as células interdentais, chegando a endolinfa através dos
conexons (Alberts et al.,1998) Além disso, essas jungdes também estdo envolvidas no

acoplamento metabdlico (Beltramello et al., 2005).

Mudangas ocorridas no sistema gap junction podem interferir na reciclagem de
potassio durante a transducdo auditiva ou ainda, na troca de outros ifons e pequenas
moléculas. Essas alteragcdes resultam em perda de funcao das células ciliadas e distirbio do
potencial elétrico endococlear ou na sobrevivéncia das células sensoriais do epitélio coclear

levando a perda auditiva sensorioneural (Kikuchi er al., 1995).
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Figura 6. Desenho esquemdtico mostrando regides de expressdo da Cx26 na orelha interna. A Cx26
26 ¢ expressa nas células epiteliais (células ndo-sensorias do limbo espiral, interior e exterior das
células sensoriais do sulco, células de suporte e células do ligamento espiral) mostradas em verde, e
no sistema de células de tecido conjuntivo (fibrécitos do ligamento espiral e limbo espiral, células
basais e intermedidrias da estria vascular) representado em marrom. Seis conexinas (amarelo) se
ligam para formar um conexon. Conexons de células vizinhas se unem formando os canais
intercelulares. (Modificado de: Smith, 2005; Hildebrand, 2008)

Mutacdes em genes de conexinas representam a principal causa de perda auditiva de
origem genética. Podem determinar a perda apresentando um padrio de heranca
autossdmico recessivo (GJB2 e GJB3) ou autossdmico dominante (GJB2, GJB3 e GJB6).
Além disso, mutacdes nesses genes sdo responsdveis tanto por perda auditiva exibindo
formas sindromicas (GJB2, queratodermia palmoplantar; GJB3, eritrodermia variabilis),

quanto nao-sindromicas (GJB2, GJB3 e GJB6) (Rabionet et al., 2000).
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1.3.3.3.1 Gene GJB2

Em 1997 foi isolado e clonado o gene GJB2 que codifica a proteina conexina 26
(Kelsell et al., 1997), sem ddvida essa descoberta representou um grande avango no
diagndstico molecular da surdez e mudou as perspectivas do aconselhamento genético das

familias afetadas.

O gene GJB2 foi o primeiro gene nuclear relacionado com perda auditiva
sensorioneural nao-sindromica de padrdo autossOmico recessivo. Estd localizado no
cromossomo 13ql11-q12, no locus DFNBI1. Possui somente dois éxons, um éxon 5’ nao
codificante, e um codificante de aproximadamente 682 nucleotideos, que gera uma proteina

com 226 aminoacidos (GenBank, nimero de acesso: M86849).

Cerca de 310 mutagdes ja foram descritas no gene GJB2, das quais algumas sdo
bastante frequentes e outras sdo raras (Krawczak & Cooper. Human Gene Mutation
Database. Disponivel em: <www.hgmd.org>). Esse gene estd envolvido em 80% dos casos
de surdez de heranca autossOmica recessiva, contudo, mutagdes no gene da conexina 26
também podem determinar perda auditiva com padrao dominante de heranca (Denoyelle et
al., 1997). Acredita-se que mutagdes no gene da conexina 26 sejam responsaveis por 20%

de todas as perdas auditivas sensorioneurais (Wilcox et al., 2000).

A principal mutacdo € a ¢.35delG que trata-se da simples delecdo de uma Guanina
(G) em uma série de 6 Guaninas, que se estendem da posi¢do 30 a posi¢do 35 do gene
GJB2. Essa delecdo leva a alteragdo no quadro de leitura de aminoacidos (frameshift).
Nesse caso, a glicina é convertida para valina no cédon 12 e um cédon prematuro de
terminaco (stop cédon) € formado no cédon 13. A mutacdo ocasiona, portanto, a sintese de
um polipeptideo incompleto, com 12 aminoécidos, ao invés do polipeptideo normal, com
226 aminodcidos (Cohn et al., 1999; Zelante et al., 1997; Denoyelle et al., 1997). A
mutacio c.35delG apresenta padrao de heranca autossomico recessivo e estd envolvida em

70% dos casos de perda auditiva com heranga autossdmica recessiva (Snoeckx et al., 2005).

De acordo com Van Laer e colaboradores (2003), a mutagdo c¢.35delG
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provavelmente surgiu na populacdo do norte da Europa, ha cerca de 500 geracdes ou,
aproximadamente, hd 10.000 anos. Essa mutacdo existiu na populagdo caucaséide por
algum tempo e depois se propagou por todas as outras populagdes, alcangando niveis altos
de portadores, contudo sua incidéncia difere significantemente entre populacdes europeias.

A mutacdo ¢.35delG em heterozigose pode ser encontrada em até 4% dos individuos
em algumas populacdes (Gasparini et al., 2000). A frequéncia dos alelos mutados no gene
GJB?2 que causam surdez autossOmica recessiva na populacdo geral é de aproximadamente
1 em 33, em alguns paises europeus (Van Camp & Smith, 2012).

A pesquisa da mutacdo c.35delG em 620 recém-nascidos de uma cidade do interior
do estado de Sdo Paulo revelou a presenca de 6 heterozigotos, o que permitiu estimar uma
frequéncia de aproximadamente 1:100 (Sartorato et al, 2000). Estudos posteriores
mostraram que entre 100 brasileiros caucasdides dois eram heterozigotos (2%), entre
brasileiros de descendéncia africana a frequéncia foi de 1%, em brasileiros de origem
asidtica, a mutacdo ndo foi encontrada (Oliveira et al., 2004). Em 2007, Oliveira e
colaboradores rastrearam a mutacdo c.35delG em recém nascidos de 10 cidades brasileiras,

de diferentes regides, encontrando uma frequéncia média de heterozigotos de 1:74.

Pacientes homozigotos para c.35delG geralmente apresentam uma perda auditiva
pré-lingual, ndo progressiva, prevalentemente severa a profunda, contudo o grau de perda
pode variar entre os grupos estudados e até mesmo dentro de familias afetadas (Denoyelle
et al, 1999; Santos et al., 2005). Essa variabilidade sugere que outros fatores possam
modificar os efeitos da mutacdo, possivelmente variagdes em outros genes de conexinas
que compensariam a inatividade da conexina 26 na cdclea (Steel, 1999). Essas provaveis
modificagdes dos efeitos da mutacdo poderiam também explicar o encontro de individuos
surdos, que sao monoalélicos para mutagcdes no gene GJB2, com heranca

comprovadamente autossOmica recessiva.

Tendo em vista a importancia e o envolvimento desse gene na deficiéncia auditiva,
mutagdes no gene GJB2 constituem o primeiro passo na triagem de mutagdes relacionadas

a perda auditiva.

21



1.3.3.3.1.1 Outras mutacoes no gene GJB2

Como ja mencionado, mais de 300 mutacdes diferentes t€m sido descritas no gene
GJB2. No entanto, as frequéncias dessas mutagdes variam de acordo com a populacdo
estudada (Tang et al., 2006). Em populacbes ndo caucasdides outras mutacdes sao
predominantes, como o caso da alta frequéncia da mutacdo 167delT entre judeus
Ashkenazitas e 235delC em asidticos, ambas delecdes também causam frameshift e geram

proteinas ndo funcionais (Zelante et al., 1997; Kemperman et al., 2002).

A maioria das mutagdes recessivas no gene GJB2 ocorre na regido codificante do
gene, poucos estudos das regides ndo codificantes tém sido relatados. A mutagdo c.
IVS1+1G>A no intron, também chamada -3170 G para A, foi inicialmente detectada por
Denoyelle e colaboradores (1999) e tem sido encontrada em vdrias populacdes onde €
investigada.

Essa mutagdo consiste na troca da guanina do sitio de splicing doador do intron 1
para uma adenina (Figura 7). Shahin e colaboradores (2002), estudando o efeito da
mutacdo na transcricdo do gene, demonstraram que esta troca causa uma alteracio no
mecanismo de splicing levando a um RNA mensageiro nio detectivel. A mutacdo
IVS1+1G>A € encontrada mais frequentemente em heterozigotos compostos com a

mutacdo c¢.35delG, causando surdez pré-lingual severa a profunda.
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Figura 7. Esquema indicando o sitio onde ocorre a mutagdo IVS1+IG>A no gene GJB2. A
mutacdo impede o mecanismo normal de splicing.
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1.3.3.3.1.2 Individuos monoalélicos para mutacoes na Conexina 26

Uma das maiores dificuldades com relacio ao diagndstico molecular e
aconselhamento genético de individuos portadores de mutacdes no gene da conexina 26,
deve-se ao fato de que em aproximadamente 10 a 40% dos casos, mutacdes patogénicas
nesse gene, com padrdo de heranga autossdmico recessivo, sdo detectadas em apenas um
dos alelos. Nesses casos, ao estudar o outro alelo do gene GJB2, nenhuma mutagdo €

encontrada na regido codificante.

Virias hipdteses foram formuladas para explicar a surdez associada a mutacdes em
somente um dos alelos: (1) existéncia de muta¢des em regides nao codificantes do gene
GJB2, afetando sua expressao; (2) mutagdes em outros genes (incluindo genes da familia
das conexinas) interagindo com o alelo normal do gene GJB2 e, portanto, resultando no
fenétipo deficiente. E possivel, também, que haja interacdo entre genes nucleares e/ou
mitocondriais, suprimindo a expressdao do alelo normal (Wilcox et al., 2000); (3) relacdo
casual, e ndo causal, da mutacdo no gene GJB2, que ndo estaria, portanto, relacionado a

surdez nesses casos.

Em 2002, um grupo espanhol (Del Castillo et al., 2002) pode explicar o fenotipo de
surdez de parte desses casos, pois encontraram uma delecdo préoxima ao gene GJB2,

envolvendo o gene vizinho, GJB6, segregando com a perda auditiva em diversas familias.

1.3.3.3.2 Gene GJB6

O gene GJB6 (GenBank 10804, OMIM 604418) codifica a proteina Cx30 e estd
localizado no loco DFNBI1, a 35 kb do gene GJB2 em direcdo ao telomero. Possui 3 éxons

codificantes e gera uma proteina de 261 aminoécidos.

Dentre os individuos surdos portadores de mutacoes no gene GJB2,

aproximadamente 10 a 40% apresentam a alteragdo em apenas um dos alelos (Wilcox et al.,
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2000). Desta forma, pesquisadores espanhdis buscaram justificativas em outro gene, da
Cx30 (GJB6), encontrando duas delecdes situadas no cromossomo 13, que se estendiam da
regido proximal do gene GJB2 ao gene GJB6. Essas delecdes foram denominadas
del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854), e referem-se a perda de 342 kb e 232 kb,
respectivamente (Del Castillo et al., 2002; Del Castillo et al., 2005).

Na Espanha, em individuos heterozigotos para o gene da Cx26, 50% dos casos
apresentam a del(GJB6-D13S1830) e 25% apresentam a del (GJB6-D13S1854). No Brasil,
um estudo multicéntrico em colaboragdo com o grupo espanhol, revelou que a del(GJB6-
D13S1830) foi encontrada em 25,5% dos pacientes heterozigotos para mutagdes no gene
GJB2, e a del(GJB6-D13S1854) em 6,3%. A porcentagem encontrada no Reino Unido foi
de 22,2% e no norte da Itdlia, 1,9%. Essas delecdes ndo foram encontradas em
heterozigotos da Franca, Bélgica, Israel, Palestina, Estados Unidos e Austrdlia. Esses dados
comprovam a complexidade da epidemiologia genética de perda auditiva ndo-sindrémica
(Del Castillo et al, 2003; Del Castillo et al, 2005). Concordante com esses dados sao os
resultados do estudo realizado em pacientes com perda auditiva sensorioneural nao-
sindrémica, em Sao José do Rio Preto, no qual se determinou a prevaléncia de 12,12% de
heterozigotos para a mutacdo c.35delG e, dentre estes, foi encontrada a prevaléncia de 25%

para a mutacdo del(GJB6-D13S1830) (Piatto et. al., 2004).

A estrutura gendmica do gene GJB6 € muito mais complexa do que em outras
conexinas, apresentando éxons 5" ndo codificantes, que podem sofrer splicing de diversas
maneiras. Desse modo, vérios estudos t€m sido realizados para esclarecer a interagdo entre
os dois genes, e algumas hipéteses vém sendo desenvolvidas. Uma delas explica essa
interacdo como um padrdo complexo de heranga digénica, determinado pela atuagdo
conjunta dos genes, ja que os dois tipos de conexina sao expressos nas mesmas estruturas
da orelha interna (Lautermann et al., 1998). Supde-se que a perda da Cx26 ou da Cx30
possa levar a redu¢do do nimero de hemicanais heterotipicos ou alterar a taxa entre
conexons homoméricos e heteroméricos, formados pelas Cx26 e Cx30 (Xia et al., 2001;

Forge et al., 2002). Esses canais, com isoformas de conexina 26 e 30, apresentaram
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sinaliza¢do intercelular catidnica duas vezes mais rdpida que a efetuada por canais

homotipicos (Sun et al., 2005).

Outra hipdtese seria, a inativacdo do gene GJB2 pela delecdo de hipotéticos
elementos regulatérios desse gene presentes nas regioes deletadas do gene GJB6.Trabalhos
envolvendo ensaios imunohistoquimicos e andlises de bioinformdtica de possiveis
elementos regulatdrios corroboram com essa teoria (Common et al., 2005; Snoeckx et al.,

2005).

Duas outras grandes delecdes ja foram descritas envolvendo os genes GJB2 e GJB6.
Em 2006 Wilch e colaboradores descreveram uma terceira  delecdo,
del (CHR13:19,837,344-19,968698), segregando com perda auditiva sensorioneural nao-
sindromica profunda bilateral, em quatro membros heterozigotos para a mutagdo c.35delG
de uma familia alema. A delecao determina a perda de 131,4 kb cujo o ponto de quebra fica
a mais de 100 kb upstream do sitio de inicio da transcricdo dos genes GJB2 e GJB6. Esta
delecdo resultou na reducio da expressdo de ambos os genes. Uma hipdtese sugerida para
explicar tal evento seria a perda de um elemento cis regulador ndo conhecido que

controlaria a co-expressao dos dois genes.

A seguir, em 2009, Feldman e colaboradores identificaram uma delecdo de
aproximadamente 920Kb removendo tanto o gene GJB2 como o gene GJB6. Essa delecao
foi observada em um individuo heterozigoto para a mutacdo V84M no gene GJB2 que
apresentava surdez profunda pré-lingual. Interessantemente, no estudo molecular, essa

delecao causou uma falsa homozigosidade para essa mutacdo, no individuo afetado.

Essas duas dltimas delecoes no locus DFNB1 ainda ndo foram encontradas em
individuos surdos brasileiros. No intron 2 do gene GJB6 existe uma sequéncia Alu que
parece contribuir para a ocorréncia de delecdes devido a recombinagdo homdloga com
outras repeti¢cdes ao longo do locus DFNB1 (Del Castillo et al, 2005). Recombinacdes
Alu/Alu causam delecOes e sd0 um mecanismo comum nos organismos (Deininger et al.,

1999).
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O grande nimero de delecdes encontradas no locus DFNBI1 e o fato de que essas
alteracoes ndo sdo frequentes na populacdo brasileira, jd que, uma porcentagem
significativa de individuos heterozigotos para mutagdes no gene da Cx26 ndo possui
nenhuma dessas grandes dele¢des, indicam a necessidade da investigacdo de novos
rearranjos nesse locus que possam justificar a surdez nos nossos casos. A figura 8 abaixo

mostra a localizac¢do das delecdes na regiao DFNBI.

del(ch13:19,837,343-19,968,698) 131,4 kb
. SeNCREDIISINN) 8K | . i

.. S0(GBBDIISOS 200 L

vy W/ 1'
- —
GJB2 (CX26) GJBS (CX30) CRYL1
19,659,605-19,665,114 19,694,101-19,704,534 19,3?5‘.20649‘998,'012

-SSRSO . .. ... ..... OO

Figura 8. Apresentacdo esquematica das posi¢des das delecdes ja descritas no locus DFNBI.
(Modificado de Wilch, 2006)

1.3.3.4 Gene SLC26A4

O gene SLC26A4 (GanBank 5172) tem sido apontado como o segundo gene mais
envolvido na surdez sensorioneural nao-sindromica (Wu et al., 2010). Esta localizado no
cromossomo 7q22.3-q31.1, possui 21 éxons, sendo 20 codificantes. Este gene codifica uma
proteina denominada pendrina composta de 780 aminodcidos. A proteina pendrina possui
12 dominios transmembranicos com amino-terminal e caboxi-terminal localizados dentro

do citosol (Royaux et al., 2000), como mostra a figura 9.
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Figura 9. Esquema da estrutura secundaria da proteina pendrina (Modificado de Czarnocka et al. ,
2011).

A proteina pendrina € transportadora de anions como iodeto, formiato, nitrato e
bicarbonato (Scott et al., 1999), sendo abundantemente expressa na tiredide, orelha interna

e rim (Everett et al., 1999).

Mutacdes no gene SLC26A4 podem estar envolvidas nos casos de surdez ndo-
sindromica associada com aqueduto vestibular alargado (DFNB4), ou nos casos de
Sindrome de Pendred. A sindrome de Pendred € a forma mais comum de surdez sindromica
e geralmente esta associada a malformacdo da orelha interna. A prevaléncia da sindrome de
Pendred € estimada em 4 a 10% dos individuos com perda auditiva congénita. Nos casos de
pacientes que apresentam esta sindrome, a perda auditiva € tipicamente bilateral, severa a
profunda e pré-lingual. Porém, ja foram descritos casos em que os pacientes apresentam

perda auditiva progressiva e/ou pds-lingual.

Extensivos estudos revelaram que a perda da secrecdo de bicarbonato na endolinfa,
mediada pela pendrina, leva a acidificacdo do fluido e inibe a atividade de canais sensiveis
a pH, TRPVS e TRPV6, resultando no aumento da concentracdo do fon cdlcio no meio.
TRPVS5 e TRPV6 (Transient Receptor Potential types 5 and 6) sao receptores transientes de
canais, expressos no sistema vestibular e desempenham um papel importante no transporte
de Ca™ . A baixa concentracao de Ca®* na endolinfa na orelha interna é necessaria para a

audi¢cdo normal e equilibrio (Nakaya et al., 2006).

A malformagdo da orelha interna nos individuos que apresentam sindrome de
Pendred pode variar do alargamento do aqueduto vestibular a displasia de Mondini. O
aqueduto vestibular € um canal 6sseo estreito. Através deste canal dsseo existe um tubo

denominado ducto endolinfatico que conecta a orelha interna a uma estrutura em forma de
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baldo, denominada saco endolinfitico. Sabe-se que tanto o ducto quanto o saco
endolinfitico s@o preenchidos por um fluido denominado endolinfa. Sua composi¢do idnica
¢ fundamental para a transdugcdo mecanoelétrica que ocorre na orelha interna, sendo,
portanto, fundamental para o funcionamento normal da audi¢cdo. O aqueduto vestibular €
considerado alargado se apresentar didmetro maior que 1,5 milimetros, o que chamamos de
EVA, do inglés enlarged vestibular aqueduct. O aqueduto alargado resulta no aumento de
tamanho do ducto e saco endolinfatico (Figura 10 a e b). Acredita-se entdo que a
composi¢do idnica da endolinfa seja alterada, interferindo no bom funcionamento da

audicao.
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¥| Ducto vestibular alargado I

I Saco endolinftico alargado l
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| Ductoendolinfatico | | Agqueduto vestibular |

Figura 10. Diagrama da (a) orelha interna normal e (b) aqueduto vestibular alargado
http://www.nidcd.nih.gov/health/hearing/pages/eva.aspx.

Outra malformacao da orelha interna associada a sindrome de pendred € a displasia
de Mondini. Neste caso hd malformagdo da céclea. Em um individuo normal, a céclea
possui 2 voltas e meia. Porém, na displasia de Mondini, a cdclea pode apresentar 2 voltas, 1
volta e meia, 1 volta ou mesmo nenhuma, resultando na alteracdo funcional da cdclea,

levando o individuo a perda auditiva.

O alargamento do aqueduto vestibular e a displasia de Mondini podem ser
diagnosticados por Tomografia Computadorizada dos ossos temporais. Na presenca dessas

alteracdes associadas com perda auditiva progressiva, testes genéticos sao indicados.
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Mais de 200 alteracdes ja foram descritas no gene SLC26A4. Uma grande
porcentagem de individuos com Sindrome de Pendred ou surdez nao-sindromica
apresentam mutagdes recessivas em apenas um alelo sugerindo que a associacao de fatores
ambientais ou genéticos pode contribuir para a expressdo do fendtipo (Pryor et al., 2005).
De fato, Yang e colaboradores (2007) identificaram no promotor SLC26A4 um elemento
chave na regulagdo da transcri¢ao que se liga ao gene FOXII, um ativador transcricional de
SLC26A. Nesse estudo foi demonstrado que a associagdo de mutacdes nesse elemento
regulador e mutagcdes no FOXII (duplo heterozigoto) podem causar sindrome de Pendred
ou perda auditiva ndo-sindromica. Esse achado indica que nem sempre a sindrome de

Pendred ou a perda auditiva DFNB4 apresentam uma heranca Mendeliana simples.

1.3.3.5 Gene CDH23

Mutagdes no gene CDH23 sdo responsaveis por causar tanto Sindrome de Usher
tipo 1 (USH1D) quanto perda auditiva ndo-sindromica (DFNB12) (Bolz et al., 2001; Bork
et al., 2001). A sindrome Usher se caracteriza por surdez congénita bilateral, seguida por
um inicio mais tardio da perda de visdo, causada pela retinite pigmentosa.

O gene CDH23 esté localizado no cromossomo 10 (10g21-q22), possui 69 éxons e
codifica a proteina Caderina 23. Esta proteina é composta por 3354 aminoacidos com 27
dominios extracelulares, um dnico dominio transmembranico € um dominio citoplasmaético.
Pertence a familia de proteinas transmembranicas dependentes de ions Ca®*, com mais de
20 membros diferentes.

A Caderina 23 € expressa nas células ciliadas da céclea, fazendo parte da estrutura
molecular das jun¢des intercelulares de adesdo denominadas tip links, localizadas na regido
superior dos estereocilios (Figura 11a e b). Essa estrutura promove firme adesdo entre as
células, mantendo assim, o arranjo dos estereocilios e a polarizacio da membrana
plasmética, sendo dependente também, das juncdes de oclusdo (proteina claudina-14) e do
citoesqueleto.

A conexdo tip link une a extremidade de um estereocilio ao vizinho mais alto
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(Figura 11b e ¢). Proxima a base do tip link existe um canal i6nico de transducdo (Figura
11d). No repouso este canal fica fechado a maior parte do tempo. Se o feixe é defletido, o
que ocorre quando as ondas sonoras atingem a orelha interna, cada estereocilio desliza
sobre o vizinho, fazendo com que o tip link seja esticado, abrindo o canal de transducdo e
permitindo o influxo de célcio e principalmente potdssio, despolarizando assim a membrana
celular e levando a transdu¢do mecano-elétrica do som. As proteinas miosina 1c (myolc) e

protocaderina 15 (pcdhl5) também fazem parte do aparato necessdrio para a transdugdo

(Figura 11d).
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Figura 11. Micrografia dos estereocilios das c€luas ciliadas da céclea. a- Feixe de estereocilios. b-
Destaque para o tip link (Strassmaier et al., 2002). c- Esquema mostrando a deflexdo em conjunto
dos estereocilios. d- Devido a tensdo dos tip links, canais i6nicos na extremidade inferior sdo
abertos. Os tip links estdo ligados aos ntcleos de actina dos estereocilios por proteinas Myolc na

sua extremidade superior e pelos canais de transdugdo na extremidade inferior. (Modificado de
Corey, 2009).

Mutacdes no gene CDH23 foram detectadas em familias com DFNBI2, que
apresentavam deficiéncia auditiva pré-lingual de grau profundo (Bolz et al., 2001). Mais de
50 mutacdes ja foram associadas a USHID e 24 associadas a surdez ndo-sindrOmica
(Miyagawa, et al.,2012). Segundo estudos correlacionando genétipo-fenétipo, a sindrome
de USHID ¢ geralmente causada por mutagdes nonsense. Por outro lado, a perda auditiva
nao-sindromica estd associada com mutagdes missense (Ahmed et al.,2003). As mutacdes
nonsense resultam de alteracOes pontuais do DNA que convertem um codon que codifica
para um aminodcido, em sfop cédon, levando a uma proteina truncada e, portanto, sem

funcdo. As muta¢des missense ocorrem por substituicdo de uma base nucleotidica o que vai

30



fazer com que o cédon resultante codifique um aminodcido diferente. As consequéncias
patogénicas deste tipo de mutagdo pontual podem ser graves ou moderadas, dependendo da
intensidade com que afeta a atividade funcional da proteina que o gene codifica. Portanto, o

tipo de mutagdo pode ter um papel crucial na expressao fenotipica.

1.3.3.6 MicroRNAs - Cluster miR-183

Além dos genes codificadores de proteinas, os genes reguladores de expressdo
desempenham um importante papel no mecanismo da audi¢do. Entre esses genes estdo os

microRNAs.

MicroRNAs (miRNA) sdo uma classe de pequenos RNAs nado-codificantes, com
comprimento de 18-24 nucleotideos, que sdo processados a partir de transcritos de genes
enddgenos. Eles estdo envolvidos em diversos processos fisiologicos, de desenvolvimento,

e patoldgicos, através da regulacdo da expressdao de RNAs alvo mensageiro (mRNA).

A primeira molécula de miRNA foi descoberta em 1993 em C. elegans (Lee et al.,
1993), chamada lin-4. Na ocasido, acreditava-se que era uma anormalidade. Entretanto,
quase uma década depois, no ano de 2000, foi descoberta a segunda molécula, let-7, no
mesmo organismo (Reinhart ez al., 2000). Desde entdo houve um rapido avanco no estudo
dessas pequenas estruturas, mas a sua funcdo especifica em mamiferos permanence ainda
desconhecida. Sabe-se que genes de miRNAs constituem aproximadamente 1% do
transcriptoma e regulam a produgdo de proteina de 10% ou mais genes humanos. Ja foram
relatados 1.600 precursores humanos e 2042 microRNAs maduros até agosto de 2012
(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/). Os miRNAs sdo expressos diferentemente nos

diversos estagios de desenvolvimento, tipos celulares e tecidos (Bartel et al., 2004).

O papel funcional de um miRNA depende da identidade do seu mRNAs alvo.
Geralmente eles se ligam em regides 3’UTR mas também podem parear em regides

5’UTRs (Lee et al., 1993). Durante a interacdo mRNA / miRNA, emparelhamento de bases
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ocorre entre 0 mRNA e a regido seed do miRNA, que consiste em 7 ou 8 nucleétidos da
sequéncia do miRNA, responsavel pelo reconhecimento do mRNA alvo. O mecanismo de
regulacdo negativa da expresssao do mRNA depende do grau de complementaridade entre
miRNA e seus mRNAs alvo. Quando ocorre um pareamento perfeito ou préximo ao
perfeito, a via de interferéncia de RNA (RNAi) € ativada, resultando na clivagem do
mRNA alvo por ribonucleases associadas ao complexo RISC, mecanismo este comumente
encontrado em plantas. Apesar de esta atuagdo ter sido descrita em mamiferos, a maioria
dos miRNAs encontrados em animais atua por um segundo mecanismo que nao envolve a
degradacdo do mRNA alvo (Matinez et al., 2002). Assim, os miRNAs regulam a expressao
génica por pareamento imperfeito com a regido 3’UTR, resultando na inibi¢ao da traducao.
O pareamento imperfeito possibilita que um tnico miRNA regule a expressdo de varios
mRNA alvos diferentes e ainda que, diferentes miRNAs controlem cooperativamente a
expressdo de um unico mRNA alvo, configurando assim uma complexa rede regulatdria

exercida pelos miRNAs.

Centenas de miRNAs se expressam na orelha interna. As pesquisas de microRNAs
na orelha interna revelaram que a expressdao de varios miRNAs € tecido ou tipo celular
especifico, e que estd correlacionada com o estdgio de diferenciacdo celular (Figura 12).
Muitos desses estudos tem focado principalmente na expressdo do cluster miR-183,

composto pelos miRNAs- 96, 183,182.

Viestibular Membrane

Hair Cellls
miRs 96, 182, 183
153, 30b, 99%a
184,140,194

Basilar Membrane Intemal Spiral Sulcus
[ miRs205,158,30b%  miRs 96, 182,183

Figura 12. Esquema da estrutura coclear indicando a localizagdo dos miRNAs em camundongos
(Patel et al., 2012).
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Este cluster tem expressao especifica em células sensorioneurais, estd localizado no
cromossomo 7q32.2 em humanos e sdo originados de um pri-miRNA policistronico. A
hipétese de que esse cluster de mi-RNA possui um importante papel nos orgaos sensoriais é
comprovada pela andlise de predicio de mRNAs alvo, os quais incluem genes importantes
nas fungdes de varios orgdos sensoriais, tais como, PAX6, MITF, GJB2, entre outros (Xu et

al., 2007).

O papel funcional de miR-96, membro do cluster miR-183 foi documentado em um
modelo de rato mutante com uma mutac¢do de ponto (15 A>T) na regido seed desse miRNA
(Figura 13a) (Kuhn et al, 2011; Lewis et al., 2009). Este mutante submetido a mutagénese
induzida pela N-etil-N-nitrosurea (ENU), apresentava perda auditiva progressiva em
heterozigotos e perda auditiva completa em homozigotos. Uma suspensio no
desenvolvimento ocorre em homozigotos com morfologias anormais em feixes de
estereocilios no 4° e 5° dia apds o nascimento. Nos heterozigotos, em 4 a 6 semanas, 0s
ratos mutantes exibem degeneragdo das células ciliadas externas. Estes estudos forneceram
evidéncia adicional para determinar o envolvimento do miR-96 no desenvolvimento de
estruturas do ouvido interno e, contribuiu para o entendimento dos efeitos de mutacdes
encontradas nesse miRNA em humanos, descrita por Mencia e colaboradores (2009)

(Figura 13b e c).

a G>A

l C>A

Human ~GCCGATTJTGGCACTARCACATTTTTGCTTGTGT
Mouse  GCCGATTFTGGCACTAGCACATTTTTGCTTGTGT

v

AST

Figura 13. Alteracdes encontradas no miR-96 e nas células ciliadas da céclea. a- Sequéncia da
regido seed, destaque para as duas mutagdes (vermelho) encontradas segregando com surdez em
duas familias (Mencia, et al., 2009) e a mutagdo identificada em camundongo mutante (azul). b-
Microscopia eletronica de varredura de células ciliadas sensoriais de camundongo normal. c-
Células ciliadas sensoriais de camundongo mutante homozigoto (Diminuendo).

Estes pesquisadores identificaram, em uma familia espanhola com perda auditiva

nao-sindrémica (DFNAS0) pdés-lingual progressiva, uma mutagdo no miR-96 (13 G> A), na
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regido conservada da sequéncia seed do miR-96 maduro, segregando com a deficiéncia
auditiva nessa familia. Outra mutacdo na regido seed do miR-96 (14 C> A) foi encontrada
em uma familia espanhola com perda auditiva progressiva de heranca autossOmica
dominante. O fato de que em ambas familias a perda auditiva foi pds-lingual, sugere que o
miR-96 pode ter um papel regulador na manutencdo da expressao do gene, requerida para a
funcdo normal. Notavelmente, este é o primeiro estudo que mostra uma substituicdo de
nucledtidos na regido seed de um miRNA, que € responsavel por uma doenca humana de

heran¢a mendeliana.

1.3.3.7 Genes Mitocondriais

As deficiéncias auditivas causadas por mutacdes no DNA mitocondrial (mtDNA)
correspondem de 0,5% a 1% de todas as deficiéncias auditivas de origem genética. A
mitocondria € uma organela citoplasmatica encontrada em todas as células dos mamiferos,
tem a funcdo de transformar a energia quimica dos metabdlitos encontrados no citoplasma
em energia facilmente acessivel a célula. Esta energia é acumulada principalmente em
componentes como o trifosfato de adenosina (ATP), que serd utilizado quando a célula
necessitar de energia para trabalho osmoético, mecanico, elétrico ou quimico. O mtDNA €
uma molécula circular, semi-autdnoma, composta por 16.569 pares de bases e 37 genes que
codificam 13 RNA-mensageiros (mRNA), 2 RNA-ribossomicos (rRNA) e 22 RNA-
transportadores (tRNA). As mutacdes do mtDNA sdo transmitidas pela linhagem materna,
mas podem ocorrer mutagdes espontaneas. Cada célula contém de 2 a 100 mitocondrias,
que tendem a se acumular em locais do citoplasma onde existe intensa atividade
metabodlica, como o pdlo apical das células ciliadas. Os 6rgdos que requerem grande
quantidade de energia sdo mais comumente acometidos em casos de mutagdes do mtDNA,
como células nervosas, musculares, enddcrinas, Opticas e auditivas. Como a céclea é grande
consumidora de energia, uma mutacdo no mtDNA de células ciliadas causa deficiéncia

auditiva do tipo sensorioneural, bilateral, simétrica e progressiva.
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O fenétipo, ou expressdo clinica da mutagdo mitocondrial vai depender da
quantidade de mtDNA mutante existente na célula, situagdo conhecida como heteroplasmia,
que pode levar a evidente variabilidade na gravidade do fené6tipo dentro da mesma familia.

Fatores genéticos e ambientais podem também modular o fenétipo.

A primeira alteracdo genética associada a perda auditiva hereditdria ndo-sindromica
foi descrita em 1993 e era uma muta¢ao mitocondrial (Fishel-Ghodsian et al., 1993). Desde
entdo, vdrias alteracoes no mtDNA foram identificadas, associadas tanto a surdez

sindrémica quanto ndo-sindromica (Finsterer & Fellinger, 2005).

Mutacdes mitocondriais podem ser herdadas ou adquiridas. O MITOMAP
(http://www.mitomap.org) é um banco de dados do genoma mitocondrial humano, criada
recentemente, que dd uma visdo geral da maioria das mutagdes identificadas até o

momento.

Algumas mutagOes sdo associadas a perda auditiva ndo-sindromica, estando
envolvidas em pelo menos 1% das criancas com surdez pré-lingual e em pelo menos 5%
dos casos pods-linguais em caucasianos (Kokotas et al., 2007). O gene MTRNRI, que
codifica a subunidade 12S do RNA ribossomico (rRNA), e o MTTS1, que codifica RNAs
transportadores de serina (tRNASer(UCN)), sdo os principais genes associados a perda
auditiva ndo-sindrémica de heranca mitocondrial. Ambos sdo importantes para a sintese de

proteinas mitocondriais (Kokotas et al., 2007).

A patogénicidade de quatro mutacdes mitocondriais tem sido claramente
estabelecida e relacionada a perda auditiva ndo-sindromica, m.1555A>G (Prezant et al.,
1993), m.1494C>T (Zhao et al., 2005), m.7511T>C (Sue et al., 1999) e m.7445A>G
(Hyslop et al.,1997). A primeira a ser associada a surdez ndo-sindromica foi a m.1555A>G
no gene MTRNRI, descrita em uma grande familia &4rabe-israelense. Trata-se da
substituicdo de uma adenina por uma guanina na posicao 1555 do gene (Prezant et al.,
1993). Essa mutacdo também esta associada a susceptibilidade a perda auditiva induzida
por aminoglicosideos, devido a semelhanca entre a subunidade 12S rRNA humano que

apresenta a mutacao e seu homoélogo, a subunidade 16S do rRNA bacteriano, o alvo destes
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antibidticos (Prezant et al., 1993; Lu et al., 2010). A frequéncia da m.1555A>G foi

estimada em 2% na populacdo brasileira (Abreu-Silva et al., 2006).

1.4 Justificativa

Apesar do grande avanco no estudo genético da surdez, o diagndstico molecular da
perda auditiva ainda € um grande desafio. Isso se deve a vdrios fatores, como a grande
heterogeneidade genética, a grande heterogeneidade clinica, ja que, na maioria das vezes,
nao € possivel através do fendtipo predizer o gene envolvido, e ainda devido a limitacoes
tecnologicas. Até o momento, nao ha técnicas que permitam o rastreamento simultaneo de
vdrias mutacdes em tantos genes de forma rdpida e com baixo custo. Além disso, a alta
prevaléncia de mutacOes recessivas, levando a um significativo nimero de heterozigotos
surdos, causa grande dificuldade na determinacdo da etiologia molecular e, por

consequéncia, complicam o aconselhamento genético.

Devido a grande complexidade do mecanismo da audi¢do hd um grande nimero de
genes envolvidos e, por sua vez, muitas mutacdes que podem levar a perda auditiva.
Contudo, apenas alguns genes e um pequeno nimero de mutagdes sdo investigados na
rotina diagndstica molecular, e assim, uma grande quantidade de individuos permanece

com a etiologia genética indefinida.

J4 ha algum tempo, nosso grupo tem trabalhado na tentativa de esclarecer o
diagndstico molecular de um maior nimero possivel de individuos com perda auditiva
(anexos 1 e 2). Dessa forma, o presente estudo, que abrangeu um grande nimero de genes e
mutacdes investigadas, teve o intuito de indicar quais genes ou quais mutagdes podem ser
incluidos na rotina diagndstica, com o objetivo de diminuir os casos sem etiologia definida,
principalmente no grupo de heterozigotos, além de, identificar novas alteragdes que podem

estar envolvidas na causa da perda auditiva desses pacientes.
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2- OBJETIVOS

Geral

O principal objetivo desse trabalho foi o estudo molecular em individuos surdos
com diagndstico genético indefinido apds o rastreamento das mutacdes mais comuns

associadas a perda auditiva.

Especificos

I- Rastreamento de mutagdes no cluster miR-183.

IT - Determinagdo de alteracdes moleculares no locus DFNB1 em individuos

surdos com mutagdes em apenas um alelo nos genes GJB2 ou GJB6.

III - Rastreamento de mutacdes em diferentes genes envolvidos na surdez.
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3- METODOLOGIA

3.1 Casuistica

De acordo com as normas regulamentadoras de pesquisa em seres humanos,
resolucao 196/96 do Ministério da Saude, este projeto foi aprovado, em forma de adendo

(Anexo 3), pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

Fizeram parte desse estudo pacientes com perda auditiva sensorioneural ndo-
sindromica atendidos em ambulatérios de Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), do Hospital de Anomalias Craniofaciais
de Bauru (HACF), do Centro de Pesquisas e Estudo em Reabilitacdo Prof. Dr. Gabriel
Porto (CEPRE) e de ambulatérios de outras regides do Brasil. Todos os pacientes foram
avaliados clinicamente a fim de excluir a influéncia de fatores ambientais na etiologia da
perda auditiva assim como também foram submetidos a exames fisicos e audioldgicos que

comprovaram a perda auditiva sensorioneural ndo-sindromica.

Posteriormente, foram coletadas amostras de sangue de cada paciente e
encaminhadas diretamente ao Laboratério de Genética Molecular Humana do Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), da UNICAMP, onde foram

realizados os exames genéticos.

Todas as amostras foram inicialmente analisadas quanto a presenca de mutacdes
mais frequentemente investigadas na rotina do diagndstico genético da surdez ndo-
sindromica, sendo elas: mutacdo c.35delG, mutacdo intronica IVS1+1G>A e outras
mutacdes na regido codificante do gene GJB2; delecdes del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-
D13S1854) no gene GJB6; e a mutacao mitocondrial m.A1555G. O fluxograma de andlises

e as técnicas utilizadas sdo mostrados no esquema abaixo (Figura 14).
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Paciente
Perda Auditiva

35delG-AS-PCR

| | ]

Normal Heterozigoto __unme:ig‘bﬁ)'—
I I

GJB@‘ IVS1+1G>A - GJB2 GJB2 m.A1555G
PCR Multiplex PCR-RFLP Sequenciamento PCR-RFLP

Figura 14. Fluxograma mostrando a estratégia de estudo utilizada nas amostras de DNA de
pacientes com perda auditiva ndo-sindromica. As técnicas utilizadas na primeira triagem sdo: AS-
PCR (PCR alelo-especifico), PCR multiplex, PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorfism), Sequenciamento (Método de Sanger). As amostras positivas em homozigose para a
mutacao 35delG foram excluidas da casuistica.

Apés essa primeira triagem, alguns individuos permaneciam com a etiologia
genética nao esclarecida. Entre eles, alguns apresentavam mutagdes recessivas em apenas

um alelo (heterozigotos), ndo justificando, portanto, o fenétipo.

Desta forma, fizeram parte desse estudo 48 individuos que apds a triagem das
mutagdes mais comuns, apresentaram mutagdes recessivas nos genes GJB2 ou GJB6 em
heterozigotose, mas que, no entanto, continuavam com diagndstico molecular indefinido

(Tabela 4).
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Tabela 4. Resultados obtidos no rastreamento de mutag¢des nos genes GJB2, GJB6 e MT-RNRI em

48 individuos selecionados.

DELEC()ES ENVOLVENDO GENE GJB6 GENE MT-RNRI1
INDIVIDUO IDENTIFICACAO GENE GJB2 Del(GJB6-D13S1830) |Del(GJB6-D13S1854) m.A1555G

1 1B ¢.35delG/N Normal Normal Normal
2 16B ¢.35delG/N Normal Normal Normal
3 54B ¢.35delG/N Normal Normal Normal
4 71B ¢.35delG/N Normal Normal Normal
5 103B ¢.35delG/N Normal Normal Normal
6 27E ¢.35delG/N Normal Normal Normal
7 58E ¢.35delG/N Normal Normal Normal
8 146C ¢.35delG/N Normal Normal Normal
9 29L ¢.35delG/N Normal Normal Normal
10 2190to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
11 2320to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
12 2570to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
13 2610to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
14 2750to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
15 2760to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
16 3910to IVS1+1G>A/N Normal Normal Normal
17 3960to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
18 4490to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
19 5030to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
20 5080to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
21 5090to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
22 5390to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
23 5710to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
24 5740to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
25 5780to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
26 6280to Normal Normal Hetero Normal
27 6600to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
28 6830to ¢.35delG/N Normal Normal Normal
29 391 ¢.35delG/N Normal Normal Normal
30 561 ¢.35delG/N Normal Normal Normal
31 1181 ¢.35delG/N Normal Normal Normal
32 1191 ¢.35delG/N Normal Normal Normal
33 23PM ¢.35delG/N Normal Normal Normal
34 56PM ¢.35delG/N Normal Normal Normal
35 72 PM K168R/N Normal Normal Normal
36 T74PM ¢.35delG/N Normal Normal Normal
37 90 PM ¢.35delG/N Normal Normal Normal
38 113PM ¢.35delG/N Normal Normal Normal
39 138PM ¢.35delG/N Normal Normal Normal
40 69A K168R/N Normal Normal Normal
41 87A K168R/N Normal Normal Normal
42 92A E147K Normal Normal Normal
43 72Ex ¢.35delG/N Normal Normal Normal
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44 1A. V37I/N Normal Normal Normal
45 01 Unif ¢.35delG/N Normal Normal Normal
46 03 Unif Normal Normal Hetero Normal
47 08 Unif ¢.35delG/N Normal Normal Normal
48 17 Unif ¢.35delG/N Normal Normal Normal

Nessas amostras foram investigadas: possiveis alteracdes como pequenas delecdes

ou duplicagdes no locus DFNBI1, onde ja foram descritas vdrias delecdes; um grande

nimero de mutagdes em diferentes genes nucleares, incluindo muta¢des em microRNAs e

ainda, muta¢des mitocondriais (Figura 15).

48 pacientes Hetero

GJB2/GJB6
|
| | | |
Del3-GJB6 ClusterMir-183 Del/Dupl-DFNB1 Outros genes
PCR Multiplex Sequenciamento Genotipagemde Sequenom
SNPs -Sequenom

Figura 15. Fluxograma mostrando a estratégia de estudo das amostras de DNA de pacientes com

perda auditiva ndo-sindromica com mutagdes recessivas no gene GJB2 ou GJB6 em apenas um

alelo.

3.2 Métodos

3.2.1. Extracao do DNA genomico de sangue periférico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir de leucdcitos obtidos em 10 a

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

EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético dissédico 2H20 0,5 M pH 8,0). Foi empregado o
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método de extracdo com fenol e cloroférmio, padronizado no Laboratério de Genética

Molecular Humana do CBMEG, descrito a seguir:

Inicialmente, para lise das hemdcias, foi adicionada a Solu¢do A (Triton-X 100 a
1%; MgCl2 5 mM; Sacarose 0,32 M; Tris-HCl 10 mM pH 8,0) ao sangue coletado, até
atingir o volume de 50 mL. Apds ser homogeneizado, o material foi mantido em gelo por
30 min. Posteriormente, foi centrifugado a 2000 rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi
entdo descartado e o precipitado (pellet) foi ressuspenso em 35 mL de Solu¢do A. Esta
ultima operacdo foi repetida até a obtencdo de um pellet branco, livre de hemdcias.
Posteriormente, foi adicionado 1 mL da solu¢do B 1X (Na2ZEDTA 20 mM; NaCl 20 mM,;
Tris-HCl 20 mM pH 8,0) e 250 pL de solugdo C (para 1 mL de solucdo C: 0,5mL de
solucio B 1X, 1 mg de Proteinase K [Boerhinger Mannheim GmbH, Mannheim,
Alemanha] e 0,5 mL de SDS 10%). O material foi incubado em banho-maria a 56 °C por

aproximadamente 2 h, ou em alguns casos, a 37 °C por 18h.

ApOs esse periodo de incubagdo, foi iniciada a etapa de purificacio do DNA
gendmico com fenol-cloroférmio que permite a remoc¢do de peptideos e proteinas de
solucdes aquosas. Foi entdo adicionado 1 mL de TE 1X (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1
mM) e quantidade suficiente de fenol saturado com Tris-HCl 10 mM pH 8,0 até dobrar o
volume da amostra. Foi realizada a homogeneizagdo por inversao lenta dos tubos durante 5
min, € para a separacdo e recuperacdo da fase aquosa (sobrenadante) o tubo foi
centrifugado a 2.500 rpm por 15 min a 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 solucdo de fenol:cloroférmio:élcool isoamilico

(25:24:1; v:v:v) e por ultimo com uma solugdo cloroférmio:édlcool isoamilico (24:1; v:v).

Para a precipitagdo do DNA, foi acrescentado 0,1 do volume da amostra de acetato
de s6dio 3 M pH 5,5 e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado. O DNA precipitado foi
recuperado com auxilio de uma haste pléstica esterilizada e lavado com etanol 70%, para a
retirada do excesso de sal, antes de ser ressuspenso em um volume de 200 puL de TE 1X. As
amostras de DNA foram mantidas a 4°C.
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3.2.2. Triagem de mutacoes nos principais genes envolvidos na Surdez

3.2.2.1 Rastreamento da mutacao c.35delG no gene GJB2
A mutagdo c.35delG no gene GJB2 foi rastreada pela técnica de PCR alelo-

especifico. Os primers normal (NOR) e mutante (MUT) foram utilizados, em reacdes
diferentes, para amplificar os alelos sem e com a mutagdo, respectivamente. O primer
comum (COM) foi usado como primer reverso. Com essas duas reagdes (NOR e MUT) é
possivel identificar cada individuo como sendo homozigoto normal, homozigoto mutante
ou heterozigoto para a mutacdo c.35delG. Os primers A e B foram usados como controles
internos de amplificacdo para as reagdes. Esta técnica foi desenvolvida no Laboratério de
Genética Molecular Humana do CBMEG, a qual se encontra patenteada (Patente N°

P10005340-6; Método de teste para surdez de origem genética — UNICAMP, 2002).

3.2.2.2. Rastreamento de mutacoes no gene GJB2 por sequenciamento
automatico

3.2.2.2.1 Amplificacao do gene GJB2
O éxon codificante do gene GJB2, com 681 pb, foi dividido para a amplificacdo

pela técnica de PCR, de acordo com as condi¢des previamente descritas por Kelsell et al.
(1997) e Denoyelle et al. (1997). As sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos

resultantes sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Sequéncias dos primers utilizados para a amplificacdo do gene GJB2 e tamanho dos
fragmentos gerados.

PAR | PRIMERSS —*3 TAMANHO (pb)
1 | Cx1F -CTC CCT GTT CTG TCC TAG 284
Cx1R - GAC ACG AAG ATC AGC TGC
2 | Cx2F - GCT ACG ATC ACT ACTTCCC 520
Cx2R - GGT TGC CTC ATC CCT C

48



Para um volume de 50 pL de reagdo, foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA
genOdmico, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20
pmol de cada primer (direto e reverso), 2,5 U da enzima Tag DNA polimerase em tampao
de PCR 10X (Tris-HCI 10mM pH 8,8), 25 mM de MgCl2, completando com 4gua até o

volume final.

As amplificagdes foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems), sendo realizados 30 ciclos de aquecimento a 94°C
para a desnaturacio do DNA, seguido da temperatura de 60°C para o anelamento dos
primers, e entdo de 72°C para a extensdao das novas fitas. As condicdoes da PCR estdo

resumidas na figura 16.

Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 1%, apds
coloragdo com brometo de etidio (Sigma). Os fragmentos do gene foram amplificados para

posterior rastreamento de mutagdes por sequenciamento.

30ciclos
94°C i 94°C :
5min | 1min 72°Ci 72°C
E 5 miné 1 min
60°C
1 min

Figura 16. Ciclos utilizados na amplificacdo do gene GJB2.

3.2.2.2.2. Purificacao dos produtos de PCR

Os fragmentos amplificados pela técnica de PCR foram purificados utilizando-se o

kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega Corporation, EUA). Apds a
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purificacdo, a quantidade e a pureza das amostras de DNA foram determinadas por

densidade Optica em espectrofotometro NanoDrop® ND-8000 (Thermo Scientific).

3.2.2.2.3. Reacao para Sequenciamento

As reacdes de sequenciamento foram realizadas no sequenciador automatico ABI
PRISM® 3700 DNA Analyzer utilizando-se o BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystem, EUA), de acordo com o protocolo recomendado pelo

fabricante. Para o preparo das rea¢des foram utilizados:
40-80ng de DNA

2ul. do mix BigDye
1uL do primer direto ou reverso (Spmol/uL)
H20 deionizada para completar 10uL

As condi¢des de amplificacdo estdo especificadas na figura 17.

30 ciclos
96°C { 96°C :
1min } 10seg 60eC | 72°C
' 4 min 5 min
57°C
aseg

Figura 17. Ciclos de amplificagdo para posterior sequenciamento do gene GJB2.

50



Apés a amplificagdo, as reacOes de sequenciamento foram purificadas.
Primeiramente foram adicionados 2,5 uL. de EDTA 125 mM e 25 pL de etanol 100%, apds
15 min de incubacdo a temperatura ambiente (protegido da luz), a placa foi centrifugada
por 45 min a 3.700 rpm (4°C). O etanol foi descartado e, posteriormente, foram
adicionados 30 pL de etanol 70%. Foi realizada uma nova centrifugag¢do, por 10 min a
3.700 rpm, sendo o etanol novamente descartado. Antes da colocacdo da placa no
sequenciador, foram adicionados 10 pL de formamida seguida de homogeneizaciao e
centrifugacdo rdpida. A amostra foi desnaturada (5 min a 95 °C) e em seguida colocada no

gelo por 10min.

3.2.2.2.4. Analise das sequéncias obtidas

As sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com as sequéncias normais
dos genes, com 0 auxilio dos programas Chromas Lite®
(http://www .technelysium.com.au/chromas_lite.html) e CLC Sequence Viewer 6.1 (CLC
bio A/S).

3.2.2.3. Rastreamento da mutacio IVSI+1G>A no gene GJB2
A mutacdo IVSI+I1G>A foi rastreada pela técnica de RFLP-PCR (Restriction

Fragment Length Polymorfism). Para amplificacdo foram utilizadas as condig¢Oes
previamente descritas por Denoyelle et al.(1999) com o par de primers Cx26Ex1 F (5°-
TCC GTA ACT TTC CCA GTC TCC GAG GGA AGA GG - 3’) e Cx26Ex1 R (5’-CCC
AAG GAC GTG TGT TGG TCC AGC CCC - 3°).

Para um volume final de 50 pL, foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA genomico,
200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20 pmol de
cada primer (direto e reverso), 2,5 U de enzima Taqg DNA polimerase (Invitrogen, Brasil)

em tampao de PCR 10X (Tris-HCL 10 mM pH 8,8), 1,5 mM de MgCl,, 2,5 uL. de DMSO,
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completando com 4gua até o volume final. As amplificacdes foram realizadas em aparelho
termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). O ciclo utilizado foi

o apresentado na figura 18 abaixo.

30 ciclos
94°C i g4°C :
5min § 1min 720C | 72°C
: 1 min 5 min
65°C
1,5min

Figura 18. Ciclos de amplificacdo para o estudo da mutagdo IVS1+1G>A.

Ap6s a amplificagdo pela técnica de PCR, foram gerados fragmentos de 361 pb.
Posteriormente, os produtos de amplificagdo foram submetidos a andlise de restricao
utilizando a enzima Hph I (Invitrogen) por 3 horas a 37°C. Para o preparo da reacdo de
digestdo foram utilizados: 17,5 uL do produto de PCR, 2,0 uLL do tampao da enzima e 0,5
pL da enzima Hph I (5000U/uL). Para anélise dos produtos gerados, os fragmentos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados e visualizados sob luz

ultravioleta.

Em individuos que ndo sdo portadores da mutacdo IVSI/+IG>A sdo gerados 2
fragmentos: um de 117pb e outro de 244pb. Em individuos portadores da mutacio, um dos
sitios de restricao € abolido, sendo gerado apenas um fragmento de 361 pb. Para confirmar

a presenca da mutacdo, os produtos de PCR dos pacientes portadores da mutacio
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IVS1+1G>A foram sequenciados utilizando os mesmos primers usados na PCR. A reacdo

de sequenciamento e andlise das sequéncias obtidas seguiram o protocolo ja descrito acima.

3.2.2.4. Rastreamento das delecoes del(GJB6-D13S1830) e del(G.JB6-
D13S1854) no gene GJB6

A anélise das dele¢oes del(GJB6-D1351830) e del(GJB6-D13S51854) foi realizada
de acordo com os protocolos previamente descritos por Del Castillo e colaboradores, 2005.
O rastreamento das mutacgdes foi realizado através de uma PCR multiplex, que investiga a
presenca de ambas as delecdes em apenas uma reacdo. As sequéncias dos primers € o
tamanho dos fragmentos resultantes sdo mostrados na Tabela 6. Os fragmentos de DNA
resultantes da amplificacdo contém os pontos de quebra de ambas as delecdes, assim como
um segmento do éxon 1 do gene GJB6, que € usado como controle para checar a eficiéncia
da reacdo e distinguir os alelos heterozigotos e homozigotos para qualquer uma das duas

delecdes.

Tabela 6. Sequéncias dos primers utilizados na triagem das dele¢des del(GJB6-D13S1830) e
del(GJB6-D1351854) e tamanho dos fragmentos gerados.

Par Posicao PRIMERS 5> — 3% Tamanho
(pb)
1 ponto de quebra da | GJB6 — TTT AGG GCA TGA TTG GGG 460

del(GJB6-D13S1830) TGA TTT
BKR1 — CAC CAT GCG TAG CCT TAA
CCATITT

2 ponto de quebra da | DelBK1 — TCA TAG TGA AGA ACT CGA 564
del(GJB6-D13S1854) TGCTGT TT

DelBK2 — CAG CGG CTA CCC TAG TTG
TGGT

3 éxon 1 do gene GJB6 Ex1A - CGT CTT TGG GGG TGT TGC TT 333
Ex1B — CAT GAA GAG GGC GTA CAA
GTT AGAA
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Para um volume de 30 uL de reagdo, foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA
genOmico, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dAATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20
pmol de cada primer (direto e reverso), 2,5 U de Tag DNA polimerase em tampao de PCR
10X (Tris-HCl 10mM pH 8.8), 25 mM de MgCI2, completando com 4gua até o volume

final.

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

Thermal Cycler (Applied Biosystems). As condi¢des da PCR estdo resumidas na figura 19.

35 ciclos
95°C  95°C .
Smini 1min 720C i 72°C
: 1 min § 5min
65°C
1min

Figura 19. Ciclos de amplificacdo para o estudo das delecdes del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-
D13S1854).

Os produtos de amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 1,5%, apds
coloragdo com brometo de etidio (Sigma). Individuos que nao siao portadores das delecdes
exibem a banda controle de 333 pb referente ao éxon 1 do gene GJB6. Individuos com a
del(GJB6-D13S1830) em heterozigose apresentam, além da banda controle, uma banda de
460 pb. J4 a del(GJB6-D13S1854) em heterozigose gera um fragmento de 564 pb, além da

banda controle.
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3.2.2.5. Rastreamento da mutacio m.1555A>G no gene mitocondrial MTRNR1

Para o rastreamento da mutacdo m.1555A>G foram utilizadas as condigdes
previamente descritas por Friedman e colaboradores (1999) e Iwasaki e colaboradores
(2000), com o par de primers MIT-F (5° — GTC GAA GGT GGA TTT AGC AGT -3") e
MIT-R (5 — CAG AAG GTA TAG GGG TTA GTC - 3°).

Para um volume de 50 pL de reacdo foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA
gendmico, 200 uM de cada desoxinucleotideos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20
pmol de cada primer (direto e reverso), 2,5 U de Tag DNA polimerase em tampao de PCR
10X (Tris-HCl 10mM pH 8,8), 25 mM de MgCl2, completando com 4gua até o volume
final. As amplificacdes foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 96-Well

Thermal Cycler (Applied Biosystems). As condi¢des da PCR estao resumidas na figura 20.

35 ciclos
95°C i g5°C :
Sml'né 30seg 652C 72°C
: 1 min 5 min
54
2min

Figura 20. Ciclos de amplificacio para o estudo da mutag¢do mitocondrial m.1555A>G.

Ap6s a amplificacdo pela técnica de PCR, foram gerados fragmentos de DNAmt de

2060pb. Posteriormente, os produtos de amplificacio foram submetidos a andlise de

restri¢do utilizando a enzima BsmAI (Invitrogen), por 2 h a 55°C. Para o preparo da reacao
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de digestdao foram utilizados: 17,5 uL do produto de PCR, 2,0 uL. do tampao da enzima e
0,5 uL da enzima BsmAI (5000U/uL).

A andlise dos produtos gerados foi realizada em gel de agarose 1,5%, apds
coloracdo com brometo de etidio (Sigma). Em individuos que ndo sdo portadores da
mutacdo m.1555A>G sdo gerados 3 fragmentos: de 1100, 516 e 444 pb. E em individuos
portadores da mutacdo, um dos sitios de restricdo € abolido, sendo gerados apenas 2

fragmentos: de 1616 e 444 bp.

3.2.2.6. Rastreamento da delecao del (CHR13 :19,837,344-19, 968698)

Para rastreamento da del(chr.13: 19,837,344-19,968,698) utilizamos a técnica de
PCR Multiplex segundo Wilch e colaboradores, 2010. Primers direto e reverso proximos a
regido de quebra amplificam um fragmento de 628 pb, e primers internos, na auséncia da
mutacio, amplificam um fragmento de 836 pb. As sequéncias dos primers e o tamanho dos

fragmentos resultantes sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Sequéncias dos primers utilizados na triagem das dele¢des del (CHR13 :19,837,344-19,
968698) e tamanho dos fragmentos gerados.

PAR PRIMERS S —» 3 TAMANHO (pb)

1 Del3F - TGG GAC CAG GTCTGT TGT T 628
Del3R - ATT GCG ACT TGC TTT TCG TT

2 Del3IntF — GCA GCC ATC TCA TGG TCT CT 836
Del3IntR — CCA ACA CAA TTG GGT CAC TCT

Para um volume de 20 pL de reacdo foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA
genodmico, 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20
pmol de cada primer (direto e reverso), 1,5 mM de MgCl, e 2,5U de enzima Tag DNA
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polimerase (Invitrogen) em tampao de PCR 10X (Tris-HCL 10mM pH 8,8) completando
com dgua até o volume final. As amplifica¢des foram realizadas em aparelho termociclador
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). As condi¢des da PCR estdo

resumidas na figura 21.

30 ciclos
95°C i 94°C :
5min } 1min 720C | 72°C
: 1 min S min
56°C
1min

Figura 21. Ciclos de amplifica¢do para o estudo da mutacdo del(chr.13: 19,837,344-19,968,698) no
gene GJB6.

Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 1,5%, apds
coloracdo com brometo de etidio (Sigma). Individuos que nédo sdo portadores das delegdes
exibem a banda controle de 836 pb referente a regidao que € suprimida quando a delecdo
estd presente. Individuos com a del(chr.13: 19,837,344-19,968,698) em heterozigose
apresentam, além da banda controle, uma banda de 628 pb, e em homozigose, apresentam

apenas a banda de 628 pb.
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3.2.2.7. Rastreamento de mutacoes no gene SLC26A4 por sequenciamento
automatico

O rastreamento de mutagdes no gene SLC26A4 foi realizado em apenas 3 pacientes
que apresentaram as mutacdes p.V609G (2) e p.C282Y (1) em heterozigose. O objetivo
dessas andlises foi confirmar a presenca dessas mutacdes no gene SLC26A4, detectadas
pela técnica de espectrometria de massa em pacientes heterozigotos para a mutacio
c.35delG, assim como procurar outras mutacdes no gene SLC26A4 que ndo foram
investigadas anteriormente por outras técnicas. A associagdo de mutagdes neste gene

poderia explicar o fen6tipo dos individuos estudados.

3.2.2.7.1 Amplificacao do gene SLC26A4

O gene SLC26A4 consiste em 20 éxons codificantes. Cada éxon codificante foi
amplificado pela técnica de PCR, de acordo com as condi¢des previamente descritas por
Coyle et al., 1998. Na amplificagdo dos fragmentos foram utilizados os ciclos de
amplificacdo determinados de acordo com a Tm (temperatura de melting) de cada primer.
As sequéncias dos primers de cada éxon, suas respectivas Tm e o tamanho dos fragmentos

resultantes sdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Sequéncias dos primers utilizados na triagem de mutacdes no gene SLC26A4, Tm e
tamanho dos fragmentos gerados.

Exons |PRIMERSS — 3’ Tm °C | TAMANHO
(pb)
PDS2 |F-CAGGACGCGGACCAGACT 65 509

R - CGAGACTGATGGAGCCACCCTC

PDS 3 |F-GCAAATTGGTTGTGACTGAG 60 294

R - GTAAACTGCTGCCAACATC
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PDS 4

F-TAATCACTTTGCATGTGCTTT

R - GCCAAAACACTTTAAACATGA

60

270

PDS 5

F - CCTATGCAGACACATTGAACATTTG
R - ACCTGTATAATTCCAACCAGCA

60

442

PDS 6

F - GGTTTCTATCTCAGGCAAACAT
R - ATTGTTTCTGGAATGAACAGTGACC

60

270

PDS 7

F - CATGGTTTTTCATGTGGGAAGATTC
R - AATGGCAGTAGCAATTATCG

60

388

PDS 8

F - ACACAAAATCCCAGTCCC

R - CAAATGGCTTGACGTTTATCTACACAC

60

410

PDS 9

F - GTGGTCAAATCTTCACAGCA
R — CCCTTCTTTAGCTGACACCA

62

267

PDS 10

F - AAATACTCAGCGAAGGTCTTGC

R - CGAGCCTTCCTCTGTTGC

60

250

PDS
11/12

F - ACACATCCAGTGAGCTGGAA

R — AGGTGGTAGGTGACTTACAGCA

60

536

PDS 13

F-TTGTTTGTGGATCATTGATCTT

R -TCTGGGTTTTACGTTACTCACA

58

226

PDS 14

F- CAAAATACGGCTGTTCCAAA

R - AATGGAGCTGCTGAAACTTC

58

186

PDS 15

F - CCCAGACAATTTCTTTTATGC

R - TTGGACCCCAGTAAATACTTGT

60

210

PDS 16

F-TTGAGAAATAGCCTTTCCAGAT

R - GACCCTCTAACTGCTCTCATCA

58

250

PDS 17

F-TCTTCGTTTAGAATGGCATCA

R - ATTGCCAAAGCTCCAAATGT

58

423
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PDS 18 |F-TGAATGCTACTGAATTATGGGC 58 184
R - AGATAGGAGAAAGGGCTTACGG

PDS 19 |F-GGTAGGGTGTGCCCTGTAGT 58 409
R - CGTTTCTAAAATGGAACCTTGA

PDS 20 |F—- ACCCTGTGTTCTCTTTTTCAAG 58 220
R - GCATTTGGGGGAATTATGTT

PDS 21 |F- ACACTTTGTTTTCCCCTTGC 56 110

R - GACTTGAGGAGTTTTGTCTTG

Para um volume de 50 pL de reacdo foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA
genOdmico, 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20
pmol de cada primer (direto e reverso), 1,5 mM de MgCl, e 2,5U de enzima Tag DNA
polimerase (Invitrogen) em tampao de PCR 10X (Tris-HCL 10mM pH 8,8) completando
com dgua até o volume final. As amplificacdes foram realizadas em aparelho termociclador

Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). As condigdes da PCR estdo

resumidas na figura 22.

Figura 22. Ciclos de amplificagdo para posterior sequenciamento do gene SLC26A4.
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Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 1,5%, apds
coloragdo com brometo de etidio (Sigma). Os éxons codificantes do gene foram
amplificados para posterior rastreamento de mutagdes por sequenciamento. Os fragmentos
gerados foram purificados, sequenciados e analisados seguindo os protocolos ja descritos

(3.2.2.2.3 - 3.2.2.2.4).

3.2.2.8 Analises das mutacoes R301Q e R1746Q no gene CDH23
A presenca das mutacdes p.R301Q e p.R1746Q no gene CDH23 foi

investigada por sequenciamento automatico para confirmar os resultados obtidos por
espectrometria de massa, que detectou essas mutacdes em dois pacientes

heterozigotos para mutacdes no locus DFNB1, incluidos nesse trabalho.

3.2.2.8.1 Amplificacio de 2 éxons no gene CDH23
O gene CDH23 consiste em 69 éxons. As mutacdes p.R301Q e p.R1746Q ocorrem

nos éxons 9 e 40 respectivamente. Apenas esses 2 éxons foram amplificados pela técnica de
PCR em amostras de DNA de pacientes positivos para essas mutagdes, detectadas pela
técnica de espectrometria de massa. Na amplificacdo dos fragmentos foram utilizados os
ciclos de amplificacdo determinados de acordo com a Tm (temperatura de melting) de cada
primer. As sequéncias dos primers de cada éxon, suas respectivas Tm e o tamanho dos

fragmentos resultantes sdo mostrados na tabela 9.

Tabela 9. Sequéncias dos primers utilizados na pesquisa de mutagdes no gene CDH23, Tm e
tamanho dos fragmentos gerados.

Exons | PRIMERSS —»3’ Tm TAMANHO (pb)

9 R301Q-F - GCA GGG AAT ACC AAC AGC ATC 62 198
R301Q-R - GCC CTC GGA CAC TGC TGG

40 R1746Q-F — ACG TTG GAT GCT CAG GTG CTT 58 105
GTG AAT GTG

R1746Q-R - ACG TTG GAT GGT GAC TTC
AAA TGG TCC CTC
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Para um volume de 50 pL de reacdo foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA
genOmico, 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20
pmol de cada primer (direto e reverso), 1,5 mM de MgCl, e 2,5U de enzima Tag DNA
polimerase (Invitrogen) em tampao de PCR 10X (Tris-HCL 10mM pH 8,8) completando
com dgua até o volume final. As amplificacdes foram realizadas em aparelho termociclador
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). As condi¢cdes da PCR foram as

mesmas para a andlise das duas mutacdes e estdo resumidas na figura 23.

30 ciclos
94°C i 94°C :
5min§ 1min 720C i 72°C
: 1 min 5 min
Tm
1min

Figura 23. Ciclos de amplificacdo dos éxons 9 e 40 do gene SLC26A4 para posterior
sequenciamento.

Os produtos de amplificagcdo foram visualizados em gel de agarose 1,5%, apos
coloracdo com brometo de etidio (Sigma). Os fragmentos gerados foram purificados,

sequenciados e analisados seguindo os protocolos ja descritos (3.2.2.2.3 - 3.1.2.2.4).

3.2.2.9 Rastreamento de mutacoes no cluster miR-183

Para o rastreamento de mutagdes no cluster miR-183/96/182 utilizamos a técnica de

sequenciamento automatico.
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3.2.2.9.1 Amplificacdo do cluster miR-183

O cluster foi dividido para amplificacdo pela técnica de PCR. Foram desenhados 2
pares de primers que permitiram a amplificagdo de 2 fragmentos, um contendo o miR-182 e

o outro contendo o miR-183 e o miR-96, de acordo com a figura 24.

7:129410223-129410332 7:129414532-129414609 7:129414745-129414854
- Mir-182 - Mir-96 mir-183
== ——————————

" - 1 ‘I - 4632pb

Figura 24. Esquema do desenho de primers do cluster miR-183/96/182 localizado no Crom. 7.

As sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos resultantes sdo mostrados

na Tabela 10.

Tabela 10. Sequéncia de primers para amplificacao do cluster miR-183.

microRNA PRIMERS 5° —»3% Tamanho (pb)

mir-182 F- GGA TGC AGG GAA ACA CAG AG 321

R- CCT GGA CCATCCTAA CTGTC

mir-96/183 | F- CAC AGC AGC TGA GCC AGA TG 590

R- GCA TGT GGA TCT TGT GAA GAG

Para um volume de 50 pL de reacdo foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA
gendmico, 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20
pmol de cada primer (direto e reverso), 1,5 mM de MgCl, e 2,5U de enzima Tag DNA
polimerase (Invitrogen) em tampao de PCR 10X (Tris-HCL 10mM pH 8,8) completando
com 4gua até o volume final. As amplifica¢des foram realizadas em aparelho termociclador
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). As condi¢des da PCR foram iguais

para os dois fragmentos e estdo resumidas na figura 25.
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30 ciclos

94°C | 94°C :
5min  1min 720C | 72°C

1m|'r1§5m|'n

56°C
1:30min

Figura 25. Ciclos de amplificacdo do cluster miR-183 para posterior sequenciamento.

Os produtos de amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 1,5%, apds
coloragdo com brometo de etidio (Sigma). Os fragmentos gerados foram purificados,

sequenciados e analisados seguindo os protocolos ja descritos (3.2.2.2.3 - 3.2.2.2.4).

3.2.3 Genotipagem utilizando a Técnica de Espectrometria de Massa

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

O ensaio iPlex Gold é um método que combina as vantagens da técnica de PCR
Multiplex, com extensdo de uma unica base, com a sensibilidade e precisdo do sistema
MALDI-TOF/MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass
Spectrometry). A tecnologia baseia-se em uma reacdo de extensdo de base unica para

discriminacdo alélica e utiliza terminadores com massa modificada que ndo sdo
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fluorescentes. Os produtos amplificados sdo detectados pelo sistema MALDI-TOF que
diferencia cada alelo pela sua massa. Esse método permite a genotipagem de até 40 SNPs
simultaneamente e quantidades de ensaios que podem variar de 96 a 384 amostras,

oferecendo um alto nivel de flexibilidade e baixo custo por genétipo.

O sistema € composto por um robd (MassArray ® Liquid Handler Station), utilizado
no preparo das reagdes de PCR; por um dispensador de amostras (MassArray®
Nanodispenser), utilizado na transferéncia dos produtos das reagdes de PCR para
SpectroChips, que sdo avaliados no espectrometro de massa; e por um espectrometro de
massa (MassArray® Compact System), utilizado na medida das massas das moléculas
associadas a matriz do SpectroChip (Figura 26). O sistema é acompanhado de um pacote de
softwares que realizam a transferéncia dos dados em tempo real e geram relatérios com as

informacdes de cada SNP para as amostras analisadas (MassArray® Typer 3.4) .

Manipulador

Espectrometro

Dispensador Analisador

de Liquidos

! g !'H”

Figura 26. Equipamentos utilizados no Sistema MassArray.

Nesse estudo, a técnica de espectrometria de massa foi utilizada em duas

abordagens:
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1. Rastreamento de pequenas delecdes ou duplicagdes no locus DFENBI utilizando SNPs

como marcadores.

2. Rastreamento de mutag¢des nos principais genes, nucleares e mitocondriais, envolvidos

na perda auditiva.

3.2.3.1 Rastreamento de delecoes ou duplicacoes no locus DFNB1
3.2.3.1.1 Desenho dos ensaios

3.2.3.1.1.1 Seleciao dos SNPs

A selecdo de SNPs utilizados como marcadores na busca por pequenas dele¢des ou
duplicacdes no locus DFNBI1 foi realizada utilizando-se a ferramenta SNPTagger do
programa Haploview 4.2 a partir do banco de dados das populagdes CEU+TSI
(Caucasianos residentes em UTA no leste Europeu + Toscanos da Italia) estudadas pelo
projeto HapMap (Hapmap, Phase 3 http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). Utilizando o Mapa
de Ligacdo do programa Haploview foi possivel selecionar 41 SNPs (grau de desequilibrio
de ligacdo 12 < 0,8), localizados entre as posicdes 19.650.000 — 20.000.000 do
Cromossomo 13. Nessa regidao ja foram encontradas vdrias dele¢des associadas a perda

auditiva como mostra a figura 27.
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del(GJB6-D1351830) 309 kb

del(ch13:19,837,343-19,968,698) 131,4 kb
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Figura 27. Desenho esquematico do locus DFNB1 (Cromossomo 13) mostrando a localizagdo dos
genes GJB2 e GJB6, regido das delecdes ja descritas e distribuicdo dos SNPs estudados.

A distancia entre os SNPs foram de aproximadamente 5000pb. A identificacdo de

cada SNP e sua localizacdo no Cromossomo 13 de acordo com o banco de dados do

programa Haploview/ HapMap sdo mostradas na tabela 11.

Tabela 11. Identificacdo e localiza¢do dos SNPs no Cromossomo 13.

o . Localizacao o . Localizacao
N Identificador Cr:13 N Identificador Cr:13
1 rs4272877 19656034 2 rs9509191 19853331
2 rs7987144 19666044 23 rs4331204 19859929
3 rs7981756 19688642 24 rs6650231 19870622
4 rs945366 19699744 25 1s7332444 19890731
5 rs9509119 19721943 2 19506487 19896837
6 rs10492508 19727482 27 rs9552183 19913115
7 rs7319601 19736119 28 rs7337130 19919243
8 1$9652061 19744072 29 r$s3936015 19928792
9 rs9509128 19756675 30 rs9315607 19939554

67



10 rs7327522 19769195 31 rs9506494 19945758
11 157323769 19775766 32 157321826 19951266
12 159550633 19784809 33 19509249 19965945
13 rs9578271 19790442 34 rs7335998 19970994
14 rs11147641 19795428 35 19552217 19979196
15 1512868032 19807948 36 152314232 19985235
16 rs9315492 19817958 37 19509266 19994581
17 159550638 19824453 38 159506498 19958733
18 19552152 19831435 39 154770027 19905242
19 1s944015 19836905 40 rs9315384 19681918
20 14770014 19842243 M 1945372 19713171
21 rs17081227 19847971

3.2.3.1.1.2 Desenho dos Primers

Oligonucleotideos de captura dos SNPs (primers amplificacdo) e

oligonucleotideos de extensdo de bases unicas (primers de extensdo) foram desenhados a
partir das sequéncias obtidas no banco de dados HapMap. O desenho dos ensaios foi
realizado com o auxilio do software MassArray® Assay Design (versao 3.1, Sequenom
Inc., San Diego - USA). Apds inser¢dao do ID (identificador) dos SNPs no programa, sao
geradas as sequéncias de primers referentes a cada SNP assim como também os grupos de
SNPs (multiplex) a serem avaliados em conjunto. Como se trata de uma plataforma de alta
escala, existe a possibilidade de avaliar até 40 SNPs simultaneamente em uma tnica reagao
para uma dada amostra. Contudo, nesse estudo, dada a complexidade genética da perda
auditiva, os SNPs foram divididos em 2 grupos: 26 SNPs foram analisados em uma reacdo

(1° well) e 15 SNPs em outra reacdo (2° well). Dessa forma, para cada paciente foram
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necessdrios 2 wells para a andlise dos 41 SNPs. As sequéncias dos primers e distribuicdo

nos wells sdo mostrados no Anexo 4.

3.2.3.2 Rastreamento de mutacoes nos principais genes, nucleares e
mitocondriais, envolvidos na perda auditiva

3.2.3.2.1 Desenho dos ensaios

3.2.3.2.1.1 Selecdo dos genes e mutacoes

Quanto aos genes nucleares, a escolha foi baseada na tabela dos mais importantes
genes envolvidos na perda auditiva, selecionados com base na frequéncia das mutagdes
reportadas (Hilgert, Smith e Van Camp ,2009). Ao todo 104 mutacGes em 21 genes foram
selecionadas para este estudo. As mutacdes, seus respectivos genes e referéncias estdo

descritos na tabela 12.

As mutacdes no gene GJB2 foram selecionadas com base nos arquivos de mais de
2500 individuos com perda auditiva encaminhados ao Laboratério de Genética Humana-
CBMEG, Unicamp entre os anos 2000 e 2012. Para os demais genes, as mutacdes foram
selecionadas com base na frequéncia em que eram reportadas na literatura, e apenas foram
incluidas mutagdes que tivessem sido encontradas em dois ou mais estudos independentes.
Em relacdo aos genes OTOF, SLC26A4 e MYOI5A, todas as mutacOes que foram
identificadas na populagdo brasileira foram incluidas (Romanos et al., 2009; Kopp et al.,
1999; Lezirovitz et al., 2008). Ensaios para as delecOoes no gene GJB6, del(GJB6-
D13S1830) e del(GJB6-D13S1854), ndo puderam ser sintetizados por se tratarem de
delecdes muito grandes. Entdo, na tentativa de representar essas alteragdes, foram
escolhidos dois SNPs (polimosfismos de nucleotideo unico) localizados dentro da regido

deletada.
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Tabela 12. Mutacdes selecionadas, seus respectivos genes nucleares e referéncias.
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Gene Mutacao Alteracao na Proteina Referéncia
GJB2 c.283G>A p.VOsM Kelley et al., 1998
¢.339T>G p.S113R Kelley et al., 1998
c.279G>A p-M931 Wu et al., 2002
c.286G>A p-W24X Kelsell et al., 1997
c.439G>A p.E147K Murgia, et al., 1999
c.617A>G p-N206S Kenna et al., 2001
c.385G>A p.E129K Kenna et al., 2001
c.109G>A p.V371 Kelley et al., 1998
c.269T>C p.L9OP Murgia, et al., 1999
c.550C>G p-R184W Wilcox et al., 2000
c.551G>C p-R184P Denoyelle et al., 1997
c.516G>A p-W172X Posukh et al., 2005
c.224G>A p-R75Q Uyguner et al., 2002
c.101T>C p-M34T Feldmann et al., 2003
c.457G>A p-V1531 Marlin et al., 2001
c.503A>G p-K168R Samanich et al., 2007
c.c.35delG G12Vfs Zelante et al., 1997
c.167delT p-L56Rfs Zelente et al., 1997
c.235delC p-L79Cfs Fuse et al., 1999
c.139G>T p_E47X Denoyelle et al., 1997
IVS1+1G>A Splicing defect Green et al., 1999
GJB6 rs11843171 NA
rs144457142 NA
MIR96 c.13G>A NA Mencia et al., 2009
c.14C>A NA Mencia et al., 2009




MT-TS1 m.7445A>G NA Hyslop et al., 1997
MT-RNRI m.1555A>G NA Fischel-Ghodsian et al., 1993
m.1494C>T NA Prezant et al, 1993
SLC26A4 279delT p-Ser93ArgfsX3 Palos et al., 2008
c.412G>T p-V138F Van Hauwe et al,. 1998
c.425C>T p.P142L Park et al., 2005
c.446G>A p-G149R
c.578C>T p-T1931 Adato et al., 2000
c.1226G>A p-R409H Van Hauwe et al,. 1998
c.1229C>T p-T410M Coyle et al., 1998
c.1238A>G p-Q413R
c.1334T>G p.L445W Van Hauwe et al,. 1998
c.1707+5 G>A pIVS15+5G>A Park et al., 2005
c.1826T>G p-V609G Pryor et al., 2005
c.2326C>T p-R776C Pryor et al., 2005
c.445G>A p.G149R
c.IVS8+1G-A Splicing defect Chen et al., 2007
c.845G>A p.C282Y
MYOI15A c.10573delA p-Ser3525fs Lezirovitz et al., 2008
€.9957_9960delTGAC p-Asp3320fs Lezirovitz et al., 2008
c.3313G>T p-E1105X Nal et al., 2007
c.3334delG p.G1112fsX1124 Nal et al., 2007
c.6796G>A p.V2266M Nal et al., 2007
OTOF c.2485C>T p.Q829X Migliosi et al., 2002
¢.2905- 2923del19ins11 p.A969fs Rodriguez-Ballesteros et al., 2008
c.1552-1567del16 p.R518fs Romanos et al., 2009

¢.3400C>T

p.R1134X

Rodriguez-Ballesteros et al., 2008



c.4960G>A p-G1654S Romanos et al., 2009
c.2348delG p-G783fs Varga et al., 2003
¢.5800-5801insC p.L1934fs Rodriguez-Ballesteros et al., 2008
1841G>A p-G614E Romanos et al., 2009
c. 3239G>C p-R1080P Romanos et al., 2009
c.5431A>T p-K1811X Romanos et al., 2009
c.5785A>C p-N1929H Romanos et al., 2009
c.4491T>A p-Y1497X Yasunaga et al., 1999
c.4227_1G>T Splicing defect Rodriguez-Ballesteros et al., 2008
c.3413T>C p-L1138P Rodriguez-Ballesteros et al., 2008
c.1601delC Rodriguez-Ballesteros et al., 2008
c.2122C>T p-R708X Rodriguez-Ballesteros et al., 2003
TMCI1 c.100C>T p-R34X Kurima et al., 2002
c.1334G>A p.-R445H Santos et al., 2005
c.1165C>T p-R389X Meyer et al., 2005
c.1939 T>C p-S647P Brownstein et al., 2011
TMPRSS3 c.IVS4-6G>A Splicing defect Scott et al., 2001
c.1221C>T p-P404L Masmoudi et al., 2001
¢.207delC p-Thr70fs Wattenhofer et al., 2001
c.413C>A p-A138E Hutchin et al., 2005
c.916G>A p-A306T Elbracht et al., 2007
TECTA c.3107G>A p.C1036Y Hildebrand et al., 2011
c.5509T>G p-C1837G Moreno-Pelayo et al., 2001
c.5597C>T p-T1866M Sagong et al 2010
c.5668C>T p-R1890C Plantinga et al., 2006
CDH23 c.6442G>A p-D2148N Astuto et al., 2002
c.719C>T p.P240L Wagatsuma et al., 2007
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c.902G>A p-R301Q Wagatsuma et al., 2007
c.5147A>C p.Q1716P Wagatsuma et al., 2007
c.6085C>T p-R2029W Wagatsuma et al., 2007
c.2968G>A p-D990ON Bork et al., 2001
c.6133G>A p-D2045N Bork et al., 2001
c.4756G>C p-A1586P Astuto et al., 2002
c.6604G>A p-D2202N Bork et al., 2001
c.5237G>A p.R1746Q Bolz et al., 2001
¢.6050-9G>A Splicing defect Von Brederlow et al., 2002
TMIE c.241C>T p-R81C Naz et al., 2002
c.250C>T p.R84W Naz et al., 2002
TRIOBP c.1039C>T p-R347X Shahin et al., 2006
DFNB59 c.547C>T p-R183W Delmaghani et al., 2006
WES1 c.2146G>A p.-A716T Bespalova et al., 2001
KCNQ4 c.827G>C p-W276S Coucke et al., 1999
COCH c.151C>T p.P51S de Kok et al., 1999
CIB2 c.272T>C p.F91S Riazuddin et al., 2012
c.297C>G p-CO9W Riazuddin et al., 2012
c.368T>C p.1123T Riazuddin et al., 2012
KCNJ10 c.581C>A p.P194H Yang etal., 2009
c.1042C>T p-R348C Yang et al., 2009
FOXI1 c.772G>C p.G258R Yang et al., 2007
c.7713G>A p-G258E Yang et al., 2007
c.800G>A p-R267Q Yang et al., 2007
c.1004G>T p.G335V Yang et al., 2007
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Quanto ao rastreamento de mutacdes em genes mitocondriais, a selecdo das
alteracoes foi baseada no banco de dados MITOMAP (http://www.mitomap.org/MITOMAP).
Foram incluidas nesse estudo todas as mutagdes reportadas na literatura como possiveis
causa de perda auditiva ndo-sindromica. Ao todo 50 mutacdes em 14 genes foram
selecionadas. As mutacdes, seus respectivos genes e referéncias estdo descritos na tabela

13.

Tabela 13. MutacGes selecionadas para o estudo, seus respectivos genes mitocondriais e
referéncias.

Gene Alteragdo RNA Referencia
MT-TF m.622A> G tRNA Phe Deschauer et al., 2006
m.636 A>G tRNA Phe Konings et al., 2008
m.642 T>C tRNA Phe Valente et al., 2009
MT-RNRI1 m.669 T>C 12S rRNA Rydzanicz et al., 2010
m.709 G-A 12S rRNA Wei et al., 2009
m.735 A>G 12S rRNA Mkaouar-Rebai et al., 2010
m.745 A>G 12S rRNA Luetal., 2010
m.792 A>G 12S rRNA Luetal., 2010
m.801 A>G 12S rRNA Luetal, 2010
m.827 A>G 12S rRNA Liet al., 2004
m.839 A>G 12S rRNA Luetal., 2010
m.856 A>G 12S rRNA Luetal, 2010
m.988 G>A 12S rRNA Rydzanicz et al., 2010
m.990 T>C 12S rRNA Konings et al., 2008
m.1005 T>C 12S rRNA Yao et al., 2006
m.1027 A>G 12S rRNA Luetal., 2010
m.1116 A>G 12S rRNA Li et al., 2005
m.1180 T>G 12S rRNA Li et al., 2004
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m.1192 C>A 12S rRNA Luetal., 2010
m.1226 C>G 12S rRNA Li et al., 2004
m.1291 T>C 12S rRNA Ballana et al., 2006
m.1310 C>T 12S rRNA Luetal., 2010
m.1331 A>G 12S rRNA Luet al., 2010
m.1374 A>G 12S rRNA Luetal., 2010
m.1452 T>C 12S rRNA Luetal., 2010
m.1453 A>G 12S rRNA Rydzanicz et al., 2010
m.1494 C>T 12S rRNA Wang et al., 2006
m.1537 C>T 12S rRNA Lévéque et al., 2007
m.1555 A>G 12S rRNA Fischel-Ghodsian et al., 1993
MT-TI m.4316 A>G tRNA Ile Chamkha et al., 2011
MT-TQ m.4336 T>C tRNA Gln Jacobs et al., 2005
m.4363 T>C tRNA GIn Wong et al., 2002
MT-TW m.5540 G>A tRNA Trp Guan 2004
m.5568 A>G tRNA Trp Jacobs et al., 2005
MT-TA m.5587 T>C tRNA Ala Tang et al., 2010
m.5628 T>C tRNA Ala Han et al., 2007
m.5655 T-C tRNA Ala Li et al., 2004
MT-TC m.m.5802 T>C tRNA Cys Chen et al., 2008
m.5821 G>A tRNA Cys Young et al., 2006
MT-TS1 m.7445 A>C tRNA Ser (UCN) Chen et al., 2008
m.7456 A>G tRNA Ser (UCN) Jacobs et al., 2005
m.7462 C>T tRNA Ser (UCN) Uehara et al., 2010
MT-TK m.8363 G>A tRNA Lys Santorelli et al., 1996
MT-TR m.10454 T>C tRNA Arg Young et al., 2006
MT-TH m.12183 G>A tRNA His Crimi et al., 2003
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MT-TS2 m.12224 C>T tRNA Ser (AGY) Luetal., 2010
m.12236 G>A tRNA Ser (AGY) Lévéque et al., 2007

MT-TE m.14693 A>G tRNA Glu Young et al., 2006

MT-TT m.15908 T>C tRNA Thr Young et al., 2006
m.15927 G>A tRNA Thr Chen et al., 2008

3.2.3.2.1.2 Desenho dos Primers

Para o desenho dos primers de captura e de extensdo, sequéncias de
aproximadamente 250 nucleotideos, contendo a variacdo entre colchetes, foram inseridas
no programa MassArray ® Assay Design (versao 3.1, Sequenom Inc., San Diego - USA).
Dessa forma, foram gerados arquivos Excel contendo todos os dados do ensaio. As
sequéncias dos primers foram enviadas para a empresa Exxtend (www.exxtend.com.br),
que sintetizou todos os primers utilizados na técnica de espectrometria de massa nesse

estudo.

As 104 mutacdes/SNPs dos genes nucleares foram agrupadas em 6 grupos ou
“wells” pelo software MassArray ®Assay Design, o primeiro e o segundo grupo ficaram
com 26 ensaios cada um, o terceiro ficou com 22, o quarto ficou com 20, o quinto com 11 e

0 sexto com 5 ensaios.

As 50 alteragdes dos genes mitocondriais foram agrupadas em 5 wells assim distribuidos:
primeiro well com 12, segundo com 8, terceiro com 15 , quarto com 10 e o quinto com 5

ensaios. As sequéncias dos primers e distribui¢do nos wells sao mostrados no Anexo 4.
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3.2.3.3. Analise qualitativa e quantitativa das amostras

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

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

Quanto a quantificacdo, foi utilizado o Qubit® 2.0 Fluorometer devido a sua
precisdao, em conjunto com o Qubit® Assay Kit dsDNA BR Assay (Invitrogen),

uniformizando as amostras na concentragao de 10 ng/uL através de simples diluicoes.

3.2.3.4. Reacoes - IPLEX® Gold Genotyping

Ap6s determinacdo do desenho dos ensaios e preparacdo das amostras de DNA de
cada paciente a ser analisado, quatro passos foram envolvidos no desenvolvimento da
genotipagem de mutagdes ou SNPs pelo método iIPLEX Gold Sequenom. Estes passos

podem ser visualizados na figura 28, que resume as etapas do processo.
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Figura 28. Etapas do método iPLEX Gold Sequenom.
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3.2.3.4.1 PCR Captura: Amplificacao de fragmentos contendo os SINPs/Mutacoes

Uma vez definidos os conjuntos de SNPs ou mutacdes a serem analisados, os
primers de captura foram empregados na amplificacdo de produtos de aproximadamente
100pb, englobando a regido que apresenta o sitio polimérfico (Figura 26). Nesta etapa os
fragmentos contendo os SNPs sdo capturados seguindo protocolo descrito pela Sequenom

(iPLEX Gold Application Guide).

Para um volume final de 5 pLL de reacdo foram utilizados: 10 ng de DNA gendmico,
500 uM de desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 100 nM de primer
(direto e reverso), 2 mM de MgCl, e 1 U HotStar Tag DNA polimerase e tampao iPlex
completando com dgua até o volume final. As amplificagdes foram realizadas em aparelho
termociclador Veriti® 386-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). As condi¢des da

PCR estdo resumidas na figura 29.

45 ciclos
95°C : 95°C :
2min } 30seg 720C | 72°C
: 1 min 3 min
56°C
30seg

Figura 29. Ciclos de amplificacdo do PCR captura do método iPLEX Gold - Sequenom.
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3.2.3.4.2 Tratamento com SAP

Ap6s a reagdo de PCR, os produtos de amplificacdo passaram por um tratamento
para neutralizagdo dos dNTPs nao incorporados, utilizando a enzima shrimp alkaline
phosphatase (SAP). A SAP corta os fosfatos dos dNTPs ndo incorporados durante a reagao
de amplificacdo, convertendo-os em dNTPs ndo fosforilados e tornando-os invidveis para

futuras reacoes.

Para um volume final de 2 uL da reacdo SAP, foram utilizados: 1,53uL. de 4gua,
0,17uLL de tampao SAP (10x), 0,30uL de enzima SAP (1,7 U/uL). Adicionou-se a cada
amostra 2ul. da reacdo de SAP, a placa foi incubada a 37°C durante 40 minutos e a 85° C

por 5 minutos para a¢do da enzima.

3.2.3.4.3 PCR de extensao — iPLEX Gold

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

amostra (Figura 26).

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

Biosystems). As condi¢des da PCR estdo resumidas na Figura 30.
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5 ciclos

94°C } 94°C
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Figura 30. Ciclos de amplificacdo do PCR extensdo do método iPLEX Gold - Sequenom.

3.2.3.4.4 Purificacao dos produtos de PCR e Reacio de espectrometria de
massa

Antes da reacdo de espectrometria de massa, os produtos das reagdes de iPLEX
foram submetidos a uma purificacdo com uma resina (Clean Resin) que removeu 0 excesso
de fons, que poderiam interferir na leitura do laser. Foram adicionados 6mg de resina a cada
poco da placa de 384 e a seguir foram acrescentados 16pL de dgua para completar um

volume final de 25ul. em cada amostra.

Ap6s homogeneizagdo e centrifugacdo as reagdes foram transferidas das placas de
384 para um SpectroCHIP, com o auxilio do MassArray Nanodispenser (Sequenom Inc.,
San Diego — USA). O SpectroCHIP foi analisado a partir do MassArray Analyzer Compact
(Sequenom Inc., San Diego — USA), através da técnica de MALDI-TOF MS (Matrix-

assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry).

O processo MALDI-TOF ¢ iniciado por uma desor¢do a laser da mistura analito-
matrix (Irwin 2008), sendo o analito o produto de amplificagdo gerado e selecionado
durante a reacdo iPLEX. Os subsequentes processos fisicos resultam na predominante

formacgao de fons carregados positivamente ou de fons carregados negativamente. Esses
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ions sdo extraidos com um campo elétrico e separados em funcdo de suas massas
moleculares e de suas cargas. As massas dos compostos de dcidos nucléicos sdo calculadas
através do “tempo de voo” (TOF), que reflete o tempo que o composto laser-ionizado e
acelerado requer para ser levado através do tubo de voo (1-2m de comprimento) do
analisador TOF e alcancar o detector do instrumento. No detector, os compostos ionizados
geram um sinal elétrico que fica gravado por um sistema de dados e € finalmente

convertido em um espectro de massa (Irwin 2008).

O software MassArray TyperAnalyzer 3.4 acumula as informagdes geradas durante
o processo descrito acima e fornece relatérios que descrevem todos os resultados das
andlises de cada uma das amostras avaliadas: gendtipos e frequéncias sdo as principais
informacdes resultantes deste sistema. Os componentes bdsicos de um espectrometro de
massa consistem de uma fonte de ionizacdo (laser UV), um analisador e um detector, que
estdo mostrados na figura 31. O tempo total de processamento de uma placa contendo 384
amostras pode ser de 2 a 3 dias. O processo pode ser interrompido nas etapas pds-PCR,

p6s-SAP ou pés-Extend.

Focusing Lens

lon Acceleration

Intensity

ctor

Time

Figura 31. Componentes da Técnica de Espectrometria de massa por tempo de voo (TOF MS)
através da loniza¢do/Dessor¢do a laser, assistido por uma matriz (MALDI).
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4- RESULTADOS

Apdés o rastreamento das mutacdes mais frequentemente investigadas, foram
selecionados 48 individuos monoalélicos para mutagdes no gene GJB2 ou no gene GJB6.
Posteriormente, esses individuos foram analisados quanto a presenca da delecao
del(CHR13 :19,837,344-19, 968698) no gene GJB6, mutacdes no cluster miR-183, alteracdes
como delegdes ou duplicagdes no locus DFNB1 e mutacdes ja descritas em 21 genes nucleares

e 14 genes mitocondriais. Os resultados sdo descritos a seguir.

4.1 Rastreamento da delecio del(CHR13 :19,837,344-19, 968698)

A delecdo del(CHR13 :19,837,344-19, 968698) no gene GJB6 nao foi identificada em
nenhum dos individuos analisados. A figura 32 abaixo, ilustra o resultado obtido apds a
realizacdo da técnica de PCR-multiplex para detec¢do da delecdo del(CHR13 :19,837,344-
19, 968698). Na auséncia da mutacdo sdo gerados fragmentos de 836pb e na presenca sdo

amplificados fragmentos de 628pb.

L C+ 1 2 3 4

v

S5 4% W% B | 836pb
- 628pb

e

L]

Figura 32. Resultado da pesquisa da del(CHR13 :19,837,344-19, 968698) por PCR dos individuos 1, 2,
3 e 4. L= Ladder; C= controle heterozigoto enviado pela Dra.Friderici (Michigan-EUA).
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4.2 Rastreamento de mutacoes no cluster miR-183

Inicialmente mutacdes no cluster miR-183 foram investigadas em 48 individuos
heterozigotos para mutacdes no gene GJB2 ou no gene GJB6.
Além disso, para estimar a frequéncia de mutacdes no cluster miR-96,183,182 foram
analisados 473 individuos com perda auditiva ndo-sindromica, ndo relacionados, que nao
apresentavam nenhuma mutacio nos genes GJB2 ou GJB6 e permaneciam sem diagndstico

molecular esclarecido.

Dessa forma, a andlise do cluster miR-183 foi realizada em um total de 521 individuos
com surdez sensorioneural nao-sindromica. Esses individuos foram divididos em dois grupos:

Grupo I: 48 individuos heterozigotos para mutacdes no gene GJB2 ou no gene GJB6.

Grupo II: 473 individuos que ndo apresentaram alteracdes no gene GJB2 e ou as delecdes

del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) no gene GJB6 (Figura 33).

Figura 33. Representacio grafica dos grupos de pacientes rastreados para mutacdes no cluster miR-183.
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4.2.1 Amplificacao do cluster miR-183

Foram desenhados 2 pares de primers para andlise do cluster miR-183/96/182. O miR-
96 e miR-183 foram analisados na mesma amplificacdo. A figura 34 abaixo, apresenta o gel de
agarose exemplificando o resultado da amplificacio do miR-96/183 nos individuos 1 a 11, e

miR-182 nos individuos 1 a 8.

590pb
321pb

1 2 3 45 6 7 8 9 101 1 2 3 4 5 6 7 8
miR-96/183 miR-182

Figura 34. Gel de agarose apresentando o produto de PCR para sequenciamento do miR-96/183 e miR-
182.

4.2.2 Rastreamento de mutacoes no cluster miR-183 nos individuos do Grupo 1.

4.2.2.1 Analise do miR-96/183

No Grupo I, na regido envolvendo os miR-96/183, analisada por sequenciamento, foram
detectados dois polimorfismos conhecidos em banco de dados. O SNP rs74994806 no miR-96

foi detectado em heterozigose em 2 individuos heterozigotos para a mutacdo c.35delG, e em 1
individuo heterozigoto para a deleg¢do del(GJB6-D13S1854) (Figura 35). O SNP rs72631833 no
miR-183 foi detectado em 1 individuo heterozigoto para a mutacao c.35delG (Figura 36).
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Figura 35. Eletroferograma mostrando em destaque a alteragdao C>T (Crom.7:129414474) referente ao
SNP 1574994806.

Figura 36. Eletroferograma mostrando em destaque a alteragdo C>A (Crom.7: 129414804) referente ao
SNP 1s72631833.

O polimorfismo rs72631833 estd localizado na posi¢cdo 51 da sequéncia madura do pré-miR-183,

proxima a regido seed, como mostra a figura 37.

Homo sapiens miR-183 stem-loop

ccgcaga u et~ - g -=ac ga e \Lac
gug ga uc cuguucugu uauggce uggua auucacug uga a
1 P RRREERREn 1t POEEE LRERRne 1t
cac cu ag gacgagaca auaccyg gccau uaagugac acu ¢

----- ag - agac a a ggaa - ug cu

Figura 37. Sequéncia mostrando em destaque a localizagdo do polimorfismo rs72631833 no miR-183.
A regido em rosa indica a sequencia seed, importante para o reconhecimento do mRNA alvo.

4.2.2.2 Anilise do miR-182

Ainda no Grupo I, na regido envolvendo o miR-182 foram detectados 3 polimorfismos,

sendo dois SNPs conhecidos em banco de dados, rs4467881 e rs4541843 mostrados nas figuras
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38 e 39 respectivamente, e o polimorfismo rs76481776 (Figura 40) identificado anteriormente
por Méncia e colaboradores (2009), na posicao 106 do pré-miR-182, fora da sequéncia seed do
microRNA. A localizacdo é mostrada na figura 41. Os SNPs rs4467881 e rs4541843 foram
encontrados na maioria dos individuos analisados, € o SNP rs76481776 foi encontrado em 9
individuos heterozigotos para a mutacdo c.35delG e em 1 individuo heterozigoto para a

muta¢do K168R no gene GJB2.

c Cc C A G C A G T CAGGACCTGAGT

NP

Figura 38. Eletroferograma mostrando em destaque a alteracio G>A em homozigose (Crom.7:
129410144) referente ao SNP rs4467881.

CCAGCATGGCCfGCCCTTCCCTC

WM

Figura 39. Eletroferograma mostrando em destaque a alteracio G>A em homozigose (Crom.7:
129410195) referente ao SNP rs4541843.

c T 6 ¢ & C & G 6 6 T G C W ¢ ¢ o T G A GT C CT

el

Figura 40. Eletroferograma mostrando em destaque a alteragao C>T (Crom.7: 129410227) referente ao
SNP 1s76481776.
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Homo sapiens miR-182 stem-loop
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Figura 41. Sequéncia mostrando a localizag@o do polimorfismo rs76481776 no pré-miR-182.

A tabela 14 a seguir apresenta os resultados dos polimorfismos encontrados no cluster
miR-183 nos individuos do Grupo I, monoalélicos para mutacdes no locus DFNB1 (gene GJB2 e

GJBo6).

Tabela 14. Alteracdes encontradas no cluster miR-183 em pacientes monoalélicos DFNB1.

INDIVIDUO 1D GENOTIPO Mir-96 Mir-183 Mir-182
Normal Normal rs76481776
1 1B ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881; rs4541843
2 16B ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881; rs4541843
3 54B ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881; rs4541843;
rs76481776
4 71B ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881; rs4541843;
rs76481776
5 103B ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881; rs4541843
6 27E ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881; rs4541843
7 58E ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881; rs4541843
8 146C ¢.35delG/N
1s74994806 Normal rs4467881
9 20L ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881; rs4541843
10 2190to ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881; rs4541843
11 2320to ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881
12 2570to ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881
13 2610to ¢.35delG/N
Normal Normal rs4467881; 154541843
14 2750to ¢.35delG/N

90



Normal Normal rs4467881; rs4541843;
rs76481776

15 2760to ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
16 3910to IVS1+1G>A/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
17 3960to ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
18 4490to ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
19 5030to ¢.35delG/N

Normal Normal Normal
20 5080to ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
21 5090to ¢.35delG/N

Normal Normal Normal
22 5390to ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
23 5710to ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; 1576481776
24 5740to ¢.35delG/N

Normal Normal rs76481776
25 5780to ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
26 6280to Del(GJB6-D13S1854)

Normal Normal rs4467881; rs4541843
27 6600to ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
28 6830to ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
29 391 ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; 1576481776
30 561 ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs76481776
31 1181 ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
32 1191 ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
33 23PM ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; 54541843
34 56PM ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
35 72 PM K168R/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
36 74PM ¢.35delG/N

Normal Normal | rs4467881; rs4541843
37 90 PM ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
38 113PM ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
39 138PM ¢.35delG/N

Normal Normal rs76481776,

rs4467881, rs4541843

40 69A K168R/N
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Normal Normal rs4467881; rs4541843
41 87A K168R/N

Normal Normal | rs4467881; rs4541843
42 92A E147K

Normal Normal 1s76481776
43 72Ex ¢.35delG/N

Normal Normal rs4467881; rs4541843
44 1A. V371N

1574994806 | Normal | rs4467881; rs4541843
45 01 Unif ¢.35delG/N

1574994806 | Normal | s4467881; rs4541843
46 03 Unif | Del(GJB6-D13S1854)

Normal Normal rs4467881; rs4541843
47 08 Unif ¢.35delG/N

Normal 1s72631833 | Normal
48 17 Unif ¢.35delG/N

4.2.3 Rastreamento de mutacoes no cluster miR-183 nos individuos do Grupo IL

4.2.3.1 Analise do miR-96/183

Dentre os 473 individuos com surdez nao-sindrémica do Grupo II, na regido envolvendo
os miR-96/183 foram detectados 3 polimorfismos ja descritos em banco de dados. O SNP
rs73159662 foi encontrado em 4 individuos, o SNP rs41274239 em 1 individuo e o SNP
rs77887327 também em 1 individuo. Essas alteracOes sdo mostradas nas figuras 42, 43 e 44

respectivamente.

L& T T ¢« C T C & G & G C R G &G A& G &HC & C & & G C 4

P P e

Figura 42. Eletroferograma mostrando em destaque a alteragdo G>A (Crom.7: 129414568) referente ao
SNP 1573159662.
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Figura 43. Eletroferograma mostrando em destaque a alteracio A>G (Crom.7: 129414574)
referente ao SNP rs41274239.

F GC CCALAcCGATOGGCC CRT TCGCCGCTGOSCTCGCTC CTALZGTCTCTG

Vil

Figura 44. FEletroferograma mostrando em destaque a alteragdo G>A (Crom.7: 129414895)
referente ao SNP rs77887327.

Ainda no Grupo II, foram detectadas duas alteracdes ainda ndo descritas. Em 1
individuo foi encontrada uma troca de uma Adenina por uma Guanina na posi¢ao
129414878 do Cromossomo 7, localizada a 24 nucleotideos upstream do gene miR-183
(Figura 45). Em outro individuo foi encontrada uma troca de uma Guanina por uma Adenina
na posi¢ao 129414618 do Cromossomo 7 (Figura 46), localizada a 9 nucleotideos upstream

do gene miR-96 e a 127 nucleotideos downstream do gene miR-183.

c C G G A G A G ACCERE G C G G C C CA C G AT

Figura 45. Eletroferograma mostrando em destaque a alteracio A>G identificada na posicdo
129414878 do Cromossomo 7.
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Figura 46. Eletroferograma mostrando em destaque a alteracio G>A identificada na posicao

129414618 do Cromossomo 7.

» No grupo II nenhuma alterago foi encontrada no miR-183.

4.2.3.2 Andlise do miR-182
Quanto as alteragdes encontradas na regido do miR-182, em 1 individuos do Grupo II

fol encontrada uma troca de uma Citosina por uma Guanina na posicdo 129410239 do
Cromossomo 7, que se trata do polimorfismo rs80041074 ja conhecido em banco de dados
(Figura 47). Além desse SNP, os polimorfismos rs4467881, rs4541843, rs76481776, que ja

haviam sido identificadas no Grupo I, foram encontradas na maioria dos individuos estudados.

C & G C T ¥ 65 G E & E

Figura 47. Eletroferograma mostrando em destaque a alteragdo
129410239 do Cromossomo 7 referente ao SNP rs80041074.

i

PV

C>T identificada na posicdo
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4.3. Resultados da genotipagem utilizando a Técnica de Espectrometria de Massa

4.3.1 Rastreamento de delecoes ou duplicacoes no locus DFNB1

Utilizando ensaios iPLEX® Gold Genotyping da técnica de espectrometria de Massa-
Sequenom, foram rastreadas pequenas delecdes ou duplicagdes no locus DFNBI1 em 48
individuos heterozigotos. Para cada individuo foram necessérios 2 wells do SpectroCHIP®
arrays para a andlise dos 41 SNPs utilizados como marcadores nesse estudo. Dessa forma,
foram realizadas 108 reagdes (48 amostras + 6 controles x 2 wells) de genotipagem gerando

2.214 resultados.

Para a analise dos dados foram utilizados 2 métodos, um deles baseado nas areas dos
picos obtidas pela amplificacdo dos SNPs e o outro na andlise do genétipo de cada SNP dos

individuos estudados.

Inicialmente, todos os dados de area de cada pico de amplificagdo dos 41 SNPs de cada
individuo, foram anotados em uma planilha especifica utilizando o software Microsoft® Office
Excel®. Planilha Excel. A planilha € composta pela identificacdo de cada SNP, identificacdo
dos individuos estudados, posi¢ao sequencial dos SNPs no cromossomo 13, alelos identificados

em cada ensaio, além dos dados de area dos picos de amplificacdo dos SNPs.

Apenas os resultados dos 3 controles negativos e 3 controles positivos sdo mostrados no
anexo 5, ja que, a descricdo de todos os resultados nesta apresentacdo seria invidvel. Os
controles positivos sdo amostras de individuos que apresentam as delegdes ja descritas no gene
GJB6, dois deles a delecdo del(GJB6-D13S1854) e o outro a delecdo del(GJB6-D13S1830).
Controles negativos sdo amostras de individuos ouvintes sem dele¢des no gene GJB6. Quatro
SNPs apresentaram problemas de amplificacdo, e por terem falhado em todas as amostras foram

excluidos das analises.

Ap6s normalizacdo dos dados foram gerados graficos baseados em programa Excel
Microsoft Office 2007 para uma melhor visualizagdo e comparacdo entre os controles positivos e

negativos, como mostrados abaixo na figura 48. Tecnicamente, os dados sdo normalizados
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dividindo-se a drea do pico de cada SNP, pela média das dreas dos picos dos controles negativos

do SNP correspondente.

lpeiz c1s

‘. 2 0 . c16
.-. ..‘ . oo ..' ... . .-.. . - .o..... o.... . e .-...-. ® o'... ._.

3Dell . v c19

Figura 48. Grificos gerados apds normalizacdo das dreas dos picos de amplificacio de cada SNP. Cada
ponto representa um SNP.

Analisando os graficos ndo foram observadas diferencgas relevantes entre os resultados
dos controles positivos e negativos.

No segundo método de andlise dos dados, foram observados SNPs em homozigose
sequencial em um mesmo individuo. Para melhor visualizag¢do cada individuo foi representado
pelo desenho de uma barra como mostra a figura 46. Cada barra foi dividida pelo nimero de
SNPs analisados. Os ensaios que apresentaram problemas ndo foram considerados. Todos os
SNPs que foram observados em homozigose foram destacados pela cor laranja, e os
heterozigotos em branco. Por este tipo de andlise foi possivel observar nos controles positivos
a presenca de um grande nimero de SNPs sequencialmente em homozigose, nas regides da

delecdo. Nos controles negativos o padrdo observado € visivelmente diferente. Da mesma

forma, na andlise das amostras dos individuos estudados foram identificados 4 individuos que

96



apresentaram um grande nimero de SNPs aparentemente em homozigose localizados de forma

contigua (Figura 49).

[cisJaJafals]e[7[8]efw[aa]1a13]18[a5]16[17[18[ 19202122 23] 2425 [26[28[2e[30[3233[34[35]36]37[38]40]41]

[casJa]3lals]e[a[8]aw[1a]12]13[14J1s5]16[17[18[ 1820212223 242526 282930323334 [35]36[37[38]40]41]
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Figura 49. Anilise dos dados baseado no gendtipo de cada SNP. Cada barra representa um individuo.
Cada SNP foi representado por um quadrado com nidmeros, que sdo sequenciais de acordo com a
localiza¢do do SNP no locus. Quadrados de cor laranja indicam SNPs em homozigose, de cor branca
SNPs em heterozigose. C15, C16 e C19 sado controles negativos. Dell e Del2 sdo controles positivos
para as delecdes del(GJB6-D13S1830 e del(GJB6-D13S1854) respectivamente. 1A, 17Uni, 2190,
6600 sdo amostras de indiviuos que podem ser portadores de delecdes ainda ndo descritas.

4.3.2. Rastreamento de mutacoes nos principais genes, nucleares e mitocondriais,
envolvidos na perda auditiva.

Foram rastreadas 104 mutacGes em 21 genes nucleares, € 50 mutacOes em 14 genes
mitocondriais, em 48 pacientes heterozigotos para mutacdes no locus DFNBI1. Para tanto se
utilizou o método iPLEX® Gold Genotyping da Técnica de Espectrometria de Massa-
Sequenom. Todos os ensaios foram analisados utilizando o software Typer Analyser versdo

4.0 do MALDI-TOF MS Analysis- iPLEX® Gold Genotyping. Neste programa, um espectro
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mostra os picos relevantes para um determinado ensaio destacados por linhas coloridas (azul
ou vermelho). Picos identificados com linhas em cinza sdo de outros ensaios (Figura 48a). Um
grafico também € gerado mostrando um cluster dos gendtipos de todas as amostras testadas no
ensaio selecionado. Este grifico divide os alelos em clusters de heterozigotos e homozigotos

de forma igualitdria, sem considerar maior frequéncia de algum deles (Figura 49b).

4.3.2.1. Mutacoes identificadas em genes nucleares

4.3.2.1.1 Alteracao p.V609G — Gene SLC26A4

A alteragdo p.V609G foi identificada em heterozigose nos pacientes 103Ba e 17 Unif.
A mutacio p.V609G ocorre no éxon 17 do gene SLC26A4 e trata-se da troca da base Timina
para Guanina na posi¢do 1826 do gene, resultando na troca do aminodcido Valina para Glicina

no codon 609 da proteina (Figura 50).

b

1826T-G 1826T-G
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Figura 50. Deteccdo da alteragdo p.V609G. (a) Espectro e (b) grifico gerados no software Typer
Analyser versao 4.0 do MALDI-TOF MS Analysis- iPLEX® Gold Genotyping — Sequenom.
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4.3.2.1.2 Alteracao p.C282Y - Gene SLC26A4

A alteragdo p.C282Y foi identificada em heterozigose no paciente 5030to. Essa
mutagdo leva a troca da base Guanina para Adenina no éxon 7, na posi¢do 845 do gene
SLC26A4 resultando na troca do aminodcido Cisteina por Tirosina no cédon 282 da proteina
(Figura 51).

b
SLC26A4 C282Y SLC26A4_C282Y

No Call(2) G(60) GA(2) A(D) Other(2)
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Figura 51. (a) Espectro mostrando a detecgdo da alteracdo p.C282Y em heterozigose. (b) Grafico do
ensaio mostrando resultados de todos os pacientes testados. Paciente 5030to em destaque.

4.3.2.1.3 Alteracao p.R1746Q — Gene CDH23
No paciente 03Unif foi identificada a mutacdo p.R1746Q em heterozigose. Essa

mutacdo no éxon 9, leva a troca da base Guanina para Adenina na posi¢do 5237 do gene

CDH?23, resultando na troca do aminodcido Arginina por Glutamina no cédon 1746 da proteina

(Figura 52).
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Figura 52. (a) Espectro mostrando a detec¢éo da alteracdo p.R1746Q. (b) Grafico do ensaio indicando
em destaque o resultado do paciente 03Unif.

4.3.2.1.4 Alteracio p.R301Q — Gene CDH23

A mutacdo p.R301Q causa a mudanga da base Guanina por Adenina na posi¢cao 902 do
gene CDH?23, levando a troca do aminodcido Arginina para Glutamina no cédon 301 da

proteina. Essa mutac¢ao foi identificada em homozigose no paciente 5740to (Figura 53).
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Figura 53. (a) Espectro mostrando a detec¢do da alteracdo p.R301Q. (b) Grafico indicando em destaque
o resultado do individuo 5740to.
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4.3.2.2 Mutacoes identificadas em genes mitocondriais

Dentre os 48 individuos analisados, foram identificadas 8 diferentes alteragdes em 18

individuos heterozigotos para mutagdes no locus DFNB1.

4.3.2.2.1 Alteracao m.4363T>C

A alteracdo m.4363T>C foi identificada em todos os individuos analisados nesse estudo.
Essa alteracdo resulta na troca da base Timina para Citosina na posicao 4363 do gene MT-TQ que

codifica 0 tRNA®™ (Figura 54).

a T4363C b
T4363C
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! ! : LTS R : IS R il | | | | | |
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Low Mass Height

Figura 54. (a) Espectro e (b) grafico da alteragdo m.4363T>C. Todos os individuos apresentaram o
mesmo gendtipo gerando apenas um cluster.

4.3.2.2.2 Alteracio m.709G>A

A alteracdao 709 G>A se refere a troca da base Guanina para Adenina na posi¢ao 709 do
gene MT-RNRI que codifica a subunidade 12S rRNA (Figura 55). Essa alterag¢do foi encontrada
em 7 individuos 29Li, 2760to, 5080to, 5390to, 72PM, 90PM, 01Unif (Resumo dos resultados
na tabela 15).
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Figura 55. (a) Espectro mostrando a detec¢do da alteragdo m.709 G>A (b) Gréfico da alteragcdo m.709
G>A_.Em destaque no gréfico o resultado do individuo portador da alteragdo em homoplasmia.

4.3.2.2.3 Alteracao m.5655T>C

Esta alteracdo leva a troca da base Timina para Citosina na posicao 5655 do gene MT-
TA que codifica o tRNAAM (Figura 56). Ela foi encontrada em 3 individuos (5390t0,5740to e
90PM), 2 deles também portadores da alteracdo mitocondrial m.709 G>A.
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Figura 56. (a) Espectro e (b) grafico da alteracdo m.5655T>C. Em destaque no gréfico resultado de um

individuo portador da alteracdo em heteroplasmia.

4.3.2.2.4 Alteracao m.12236G>A
A alteracdo 12236G>A leva a mudanga da base Guanina para Adenina na posi¢ao 12236

do gene MT-TS2 que codifica o tRNA > (Figura 57). Essa alteracdo foi encontrada em apenas 1

individuo (54B).
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Figura 57. (a) Espectro mostrando a detec¢do da alteracdo m.12236G>A (b) Em destaque no gréfico o
resultado de um individuo portador da alteragdo em homoplamia.

4.3.2.2.5 Alteracio m.988G>A

Esta alteracdo causa a troca da base Guanina para Adenina na posi¢ao 988 do gene MT-
RNRI que codifica a 12S rRNA (Figura 58). Ela foi identificada em 1 paciente (118I) também

portador da mutacdo mitocondrial m.5628T>C.
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Figura 58. (a) Espectro mostrando a detec¢do da alteracdo m.988G>A. (b) Em destaque no grafico o
resultado do individuo 1181 portador da alteracdo m.988G>A em homoplamia.
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4.3.2.2.6 Alteracao m.5628T>C

A alteracdo m.5628T>C leva a troca da base Timina por uma Citosina na posi¢do 5628
do gene MT-TA que codifica o tRNA™® (Figura 59). Esta alteracdo foi identificada em 1

individuo (118I) também portador da alteracdo mitocondrial m.988G>A.
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Figura 59. (a) Espectro mostrando a deteccdo da alteracdo m.5628T>C. (b) Em destaque no gréfico o
resultado de um individuo portador da alteragdo em homoplamia. Os demais individuos sem a alteracdo
foram agrupados em outro cluster.

4.3.2.2.7 Alteracio m.1027A>G

Esta alteracdo se refere a troca da base Adenina para Guanina na posi¢ao 1027 do gene
MT-RNRI que codifica a 12S rRNA (Figura 60). Ela foi encontrada em heteroplasmia em 2
individuos (6280to e 8Unif.).
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Figura 60. (a) Espectro mostrando a detec¢do da alteracio m.1027A>G. (b) Gréifico indicando em
destaque um individuo portador da alteragao.

4.3.2.2.8. Alteracio m.1291T>C

A alteracdo m.1291T>C se refere a troca da base Timina para Citosina na posicao 1291
do gene MT-RNRI que codifica a 12S rRNA (Figura 61). Esta alteracdo foi identificada em
apenas 1 individuo (03Unif.).
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Figura 61. (a) Espectro mostrando a deteccdo da alteracio m.1291T>C. (b) Gréfico indicando em
destaque um individuo portador da alteracdo m.1291T>C.

Os resultados do rastreamento das alteracdes encontradas nos genes nucleares e
mitocondriais nos individuos estudados se encontram na tabela 15 abaixo. A tabela também

mostra o gendtipo obtido no primeiro rastreamento das mutagdes mais comuns.
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Tabela 15. Alteracoes encontradas em genes nucleares e mitocondriais nos pacientes estudados.

106

MUTACAO

movovo | | e TGN ey
1 1B ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
2 16B ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
3 54B ¢.35delG/N Normal 12236G>A / m.4363T>C
4 71B ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
5 103B ¢.35delG/N Szgg%(j" m.4363T>C
6 27E ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
7 58E ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
8 146C ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
9 29L ¢.35delG/N Normal m.709G>A / m.4363T>C
10 2190to ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
11 232010 ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
12 2570to ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
13 2610to ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
14 275010 ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
15 276010 .35delG/N Normal m.709G>A/ m.4363T>C
16 3910to IVS1+1G>A/N Normal m.4363T>C
17 396010 ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
18 449010 ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
19 503010 ¢.35delG/N S%’ZL m.4363T>C
20 5080to ¢.35delG/N Normal m.709G>A/ m.4363T>C
21 5090t0 ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
22 3390to ¢.35delG/N Normal m.5655T>C/m.709G>A/m.4363T>C
23 5710to ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
24 574010 ¢.35delG/N gg‘gg m.5655T>C / m.4363T>C
25 578010 ¢.35delG/N Normal m.4363T>C
26 6280t0 | Del(GJB6-D13S1854)N |  Normal m.1027A>G/ m.4363T>C




m.4363T>C

27 6600t0 ¢.35delG/N Normal
28 683010 ¢.35delG/N Normal m.4363T>C

29 391 ¢.35delG/N Normal m.4363T>C

30 561 ¢.35delG/N Normal m.4363T>C

31 118 ¢.35delG/N Normal m.5628T>C/m.988G>A/m.4363T>C
32 1191 ¢.35delG/N Normal m.4363T>C

33 23PM ¢.35delG/N Normal m.4363T>C

34 56PM ¢.35delG/N Normal m.4363T>C

35 72 PM K168R/N Normal m.709G>A/ m.4363T>C

36 74PM ¢.35delG/N Normal m.4363T>C

37 90 PM ¢ 35delG/N Normal | ™709G>A/m.5655T>C/m.4363T>C
38 113PM ¢.35delG/N Normal m.4363T>C

39 138PM ¢.35delG/N Normal m.4363T>C

40 69A K168R/N Normal m.4363T>C

41 87A K168R/N Normal m.4363T>C

42 92A E147K Normal m.4363T>C

43 72Ex ¢.35delG/N Normal m.4363T>C

44 1A. V37I/N Normal m.4363T>C

45 01 Unif ¢.35delG/N Normal m.709G>A/ m.4363T>C

46 03 Unif | Del(GJB6-D13S1854)/N 12)7;3? m.1291T>C/ m.4363T>C

47 08 Unif ¢.35delG/N Normal m.1027A>G / m.4363T>C

48 17 Unif ¢.35delG/N S‘L’g‘;ﬁ" m.4363T>C
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5- DISCUSSAO

O percentual de individuos com perda auditiva, apresentando mutacdo de heranca
autossOmica recessiva no gene GJB2 em um unico alelo, chega a ser observado em 40% dos
casos. Dessa forma, muitas pesquisas tém sido realizadas a fim de determinar a etiologia
genética da surdez nesses casos. Inicialmente, o que se busca no DNA desses individuos é uma
segunda mutacdo no outro alelo, uma vez que, a associagdo dessas mutacdes pode impedir a
expressdo das duas copias do gene, causando o fendtipo da surdez. As delecdes no gene GJB6
identificadas por Del Castilho e colaboradores (2003 e 2005), foram de extrema importancia
porque explicaram a causa da perda auditiva em varios casos de monoalélicos para mutacdes no
gene GJB2. Contudo, a frequéncia dessas delecdes varia significativamente entre diferentes
populacdes. No Brasil, estudos tém demonstrado uma baixa frequéncia, que pode variar de 4 a
25% (Piatto et. al., 2004, Del Castillo et. al., 2005, da Silva Costa et. al., 2011). Portanto, um
grande numero de individuos permanece com a etiologia da perda auditiva ndo identificada,

indicando a necessidade da investigacao de mutagcdes em outros genes.

Nesse estudo foram analisados 48 individuos, 96% (46) apresentavam mutagdes
recessivas em heterozigose no gene GJB2 e 4% no gene GJB6 (2). Mutacdes em diferentes

genes foram rastreadas nesses pacientes.

A delecao del(CHR13 :19,837,344-19, 968698) no gene GJB6 foi investigada em todos
os pacientes estudados, porém, nao foi identificada em nenhum deles. Esta delecao parece ser
rara no nosso meio e em vdarias populagdes. Em estudos prévios, a delecdo
del(CHR13 :19,837,344-19, 968698) nao foi identificada em 528 individuos monoalélicos para
mutagdes nos genes GJB2 e GJB6, dos Estados Unidos, Brasil e varios paises da Europa

(Wilch et al., 2010) .

Mutacdes em microRNAs, uma nova classe de reguladores génicos, tém sido associadas
a diferentes patologias humanas. Mutagdes no cluster miR-183, que inclui os miR-96,183 e 182,
foram investigadas em um total de 521 individuos surdos ndo relacionados. Destes, 48 eram

heterozigotos para mutacdes nos genes GJB2 ou GJB6 e 473 ndo apresentavam as mutacdes
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mais frequentemente rastreadas. Um total de 11 diferentes alteracOes, consideradas
polimorfismos de base unica, foram encontradas no cluster miR-183, a maioria ja descrita em
banco de dados. Algumas delas foram identificadas muito préximas da regido seed dos genes,
importante regido conservada e responsdvel pelo reconhecimento dos mRNA alvo. Duas
alteracoes detectadas ainda nao foram descritas anteriormente, porém, estio localizadas fora do
trancrito primério. As mutacdes de ponto ji descritas segregando com perda auditiva DFNA50
(Mencia et al., 2009) nao foram identificadas nos individuos estudados. Portanto, mutacdes
patogénicas no cluster miR-183 parecem ndo ser causa frequente de surdez no nosso meio.
Nossos resultados estdo em concordancia com Hildebrand e colaboradores (2010), que ao
estudarem 150 individuos com perda auditiva ndo-sindromica autossdmica dominante e 576
familias com perda auditiva ndo-sindromica autossdmica recessiva, concluiram que mutacdes
no cluster miR-183 ndo sdo uma causa comum de surdez. Porém, € importante ressaltar que nos
casos em que o diagndstico molecular permanece indefinido, outras alteracdes até mesmo as
mais raras, quando possivel, devem ser investigadas. Isso confirma-se com achados como o de
Soldé e colaboradores (2012), que encontraram uma nova muta¢io no miR-96 segregando com

perda auditiva, em uma familia italiana.

Devido ao grande nimero de dele¢des encontradas no locus DFNBI1 associadas a perda
auditiva, foram investigadas possiveis delecdes ou duplicacOes nessa regido, que pudessem
explicar o fendtipo de pelo menos alguns dos 48 individuos heterozigotos, incluidos neste
estudo. Para tanto, utilizamos uma nova ferramenta de genotipagem denominada iPlexGold
Genotyping, baseada no sistema MALDI-TOF/MS MassArray-Sequenom, para a andlise
simultanea de 41 SNPs previamente selecionados, localizados ao longo do locus DFNB1. O
mérito desta técnica foi permitir o rastreamento de um grande nimero de SNPs que
funcionaram como marcadores, na procura de dele¢des no locus analisado. Neste estudo
esperava-se que na presenga de delecoes em homozigose, SNPs que estivessem na regido
deletada, ndo amplificassem e, portanto, nao seriam detectados pelo sistema. Por outro lado, em
casos em que a delecdo ocorresse em heterozigose, haveria deteccio dos SNPs envolvidos,
porém, com valores de amplificacdes inferiores quando comparados com controles negativos
que ndo apresentavam a delecdo. Os resultados obtidos neste primeiro método de andlise
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indicaram que provavelmente delecdes em homozigose ndo estdo presentes nos pacientes
analisados, pois todos os SNPs amplificaram. Por outro lado, essa técnica ndo pareceu indicada
para a deteccdo de delecdes em heterozigose, j4 que ndo observamos diferencas de
amplificacio entre os controles negativos e 0s controles positivos que apresentavam as delecoes

del(GJB6-D13S1830) e a del(GJB6-D13S1854) em heterozigose.

Dessa forma, um segundo método foi utilizado para identificacdo de possiveis
portadores de alteracdes em heterozigose. Dele¢des em heterozigose podem levar a falsos
homozigotos para marcadores, no nosso caso SNPs, incluidos na regido eliminada. Isso porque
nio havendo o outro alelo, apenas um serd amplificado. Por exemplo, um individuo
heterozigoto A/T para um marcador, amplificara os 2 alelos, porém, havendo a delecdo, apenas
1 deles serd amplificado, podendo ser A/- ou T/-, dependendo do alelo deletado. Portanto, esse
alelo sera detectado como um falso homozigoto. Partindo desse principio, investigamos dentre
os individuos estudados quais apresentavam um maior numero de SNPs sequenciais em
aparente homozigose, pois tal evento poderia indicar a presenca de delecdes na regido.
Contudo, inicialmente analisamos o0s controles negativos e positivos e, nestes casos, foi
possivel verificar uma evidente diferenca entre eles. Os controles negativos apresentavam
pequenas por¢des de SNPs em homozigose ao contrario dos controles positivos que
apresentavam todos os SNPs localizados dentro das delegdes ja descritas, em homozigose
(Figura 47). Isto indicou que esse método de andlise seria eficiente para determinar possiveis

portadores de delecdes ja descritas e até mesmo nao descritas.

Baseado na frequéncia do nimero de SNPs em homozigose em todo o grupo estudado,
dentre os 48 individuos analisados 4 foram selecionados como potencialmente portadores de
possiveis delecOes ainda ndo descritas. Sendo assim, os individuos 1A, 17Unif, 2190to e
6600to apresentaram 21, 20, 26 e 19 SNPs em homozigose, respectivamente. Portanto,
utilizando a técnica de Espectrometria de Massa iPlexGold Genotyping foi possivel o
rastreamento de individuos supostamente portadores de delegdes, abrindo possibilidades de,
através de outras técnicas, como como por exemplo PCR quantitativo, confirmar os resultados

e encontrar os pontos de quebra da regido deletada.
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Utilizando a mesma técnica de genotipagem, iPlexGold-Sequenom, 104 mutagdes em
21 genes nucleares e, 50 mutagdes em 14 genes mitocondriais, foram rastreadas nos 48

individuos heterozigotos.

No rastreamento de muta¢des nos genes nucleares, foram encontradas 4 diferentes
mutacdes em 5 individuos. A detec¢do destas mutacdes foi validada por sequenciamento

automatico.

A alteracdo p.V609G foi detectada em 2 individuos (103B e 17Unif) heterozigotos para
a mutacdo c.35delG. Esta alteragdo ocorre no gene SLC26A4, que tem sido considerado o
segundo gene mais frequentemente envolvido nos casos de perda auditiva nio-sindromica.
Mutacdes no gene SLC26A4 podem estar associadas tanto nos casos de surdez ndo-sindromica,
geralmente acompanhada de aqueduto vestibular alargado, quanto na Sindrome de Pendred
(surdez sindromica). A alteragdo p.V609G tem sido classificada como SNP, em banco de dados
(dbSNPs-National Center for Biotechnology Information). Isto porque, em estudo anterior, ela
foi encontrada aproximadamente na mesma frequéncia, em um grupo controle de ouvintes e em
um grupo com perda auditiva (Pera er al., 2008). Porém, Dossena e colaboradores (2011),
utilizando cultura de células e métodos fluorimétricos, demonstraram que essa mutacao nao
elimina a func¢do da Pendrina, contudo, leva a uma diminuicdo da funcdo, indicando um

potencial patogénico principalmente se associada a outro fator genético ou ambiental.

A alteracdo p.C282Y, também encontrada no gene SLC26A4, foi detectada em 1
individuo heterozigoto para a mutacao c.35delG (5030to). Até o momento, esta mutacdo ainda
ndo foi descrita na literatura, ndo se sabendo o seu efeito na proteina. Desta forma, ndo é

possivel definir a sua patogenicidade sem uma anélise funcional.

Foram rastreadas por sequenciamento direto, outras mutacdes nos 20 éxons codificantes
do gene SLC26A4, em todos os individuos que apresentaram, pela técnica de espectrometria de
massa, mutacdes em heterozigose nesse gene (103B, 17Unif e 5030to). Porém, nenhuma

alteracdo foi detectada.
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A associacdo de mutacdes no gene SLC26A4 e alteracdes em outros genes, como FOXI1
e KCNJ10, tém sido descritas como causa de perda auditiva ndo-sindromica (Yang et al., 2007,
2009). Contudo, até o momento nio ha estudos que demonstrem que a associagdo de mutacdes
nos genes GJB2 e SLC26A4 possam contribuir para a expressdo do fendtipo. Dois individuos
neste estudo apresentaram o gendtipo ¢.35delG/p.V609G e outro, o gendtipo
¢.35delG/p.C282Y. Devido a grande frequéncia da mutacdo c.35delG na populacgdo, cerca de 2
a 4% em caucasoides, é possivel pensar que sua presenca nestes casos pode nao estar
relacionada com a surdez, se tratando portanto, de um achado ao acaso. Porém, seriam

necessdrios mais estudos para confirmar essa hipétese.

A mutag@o p.R1746Q no gene CDH23 foi detectada em heterozigoze em um paciente
com a delecdo del(GJB6-D13S1854) no gene GJB6 (03 Unif). Becirovic e colaboradores
(2008), demonstraram com estudos funcionais, que essa mutacdo cria um novo sitio AG, que
atua como um sitio aceptor no mecanismo de splicing, levando a perda de 51pb no éxon 40, o
correspondente a 17 aminodcidos na proteina. Astuto e colaboradores (2002) e Bolz e
colaboradores (2001) observaram a presenca da mutacdo p.R1746Q em homozigoze em
pacientes com sindrome de Usher tipo 1 e também em pacientes com sindrome de Usher atipica
com aparecimento tardio de retinite pigmentosa. Entretanto, Shultz e colaboradores (2012)
demonstraram que essa mutacdo, quando encontrada em trans com outra mutacio causadora de
perda auditiva ndo-sindromica no gene CDH23, produzia apenas o fenétipo de surdez,
preservando a visdo. Portanto, serd necessdria a investigagcao da presenca de outras mutagdes no
gene CDH23 para confirmar o envolvimento dessa mutacdo na perda auditiva do paciente
estudado. Devido ao grande numero de éxons (69), o rastreamento de mutacOes no gene
CDH?23 ¢ dificil e, consequentemente, ha poucos relatos sobre a frequéncia das mutagdes deste
gene na populagdo.

Outra mutacdo no gene CDH23, p.R301(Q, foi identificada em homozigose em um
individuo heterozigoto para a mutacdo c¢.35delG (5740to). A mutacdo p.R301Q foi descrita em
heterozigoze associada a outras mutacdes no gene CDH23, causando perda auditiva ndo-
sindromica severa a profunda, em individuos japoneses (Wagatsuma et al., 2007, Miyagawa et
al.,2012) .
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O encontro desta mutacdo em homozigose pode explicar o fenétipo de surdez no
paciente estudado e, consequentemente, ¢ provdvel que a mutacdo c¢.35delG ndo esteja

envolvida com a perda auditiva neste caso.

A mutacdo p.R301Q € uma alteracdo missense. Segundo estudos correlacionando
gendtipo-fendtipo, mutagdes desse tipo geralmente estdo associadas a perda auditiva ndo-
sindromica (Ahmed et al.,2003). De fato, no prontudrio do paciente nao ha relato de alguma

perda visual, no entanto exames oftalmoldgicos serdo indicados.

Quanto ao rastreamento de mutagdes em genes mitocondriais, dentre os 48 individuos
analisados, 18 apresentaram alguma alteracdo, sendo detectadas 8 alteracOes diferentes. A
alteracdo m.4363T>C ocorre em um nucleotidio moderamente conservado, localizado no
anticodon do RNA transportador da Glicina. Foi descrita em associagdo com outra alteracio
mitocondrial, G15884A, em um paciente com perda auditiva acompanhada de outros sinais
clinicos, contudo, ndo houve comprovacdo do envolvimento dessas alteragcdes com o fendtipo
do paciente (Wong et al.,2002). No presente estudo, essa alteragdo foi encontrada em todos os

pacientes, se tratando, portanto, de um polimorfismo.

A alteracdo m.709G>A foi detectada em 14% (7/48) dos individuos analisados. Devido
a alta frequéncia encontrada, esta alteracao parece ndo estar envolvida com a perda auditiva nos
casos incluidos neste estudo. A alteracdo m.709G>A j4 foi identificada em alta frequéncia em

outras populacgdes e foi considerada um polimorfismo (Rydzanicz et al., 2009).

A alteracdo m.5655T>C foi encontrada em 6% (3/48) dos individuos estudados, 2 deles
também portadores da variante mitocondrial m.709G>A. A alteracdo m.5655T>C encontra-se
na extremidade 3’ do gene da tRNA*" | posicio importante na identidade do tRNA. Estudos
funcionais demonstraram que ela leva a uma reducdo de aproximadamente 50% nos niveis do
tRNA™?. Contudo, em um estudo referente a frequéncia de mutacdes mitocondriais na
populacdo brasileira, que esta sendo realizado no nosso laboratério, a alteracio m.5655T>C foi

encontrada em 4% dos individuos do grupo controle ouvinte (dados ainda ndo publicados).
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Consequentemente, ndo € possivel afirmar o envolvimento dessa alteracdo na perda auditiva

dos portadores aqui identificados.

A alteracdo 12236G>A foi detectada em apenas 1 individuo heterozigoto para a
mutacdo c¢.35delG. Esta alteracdo ocorre no gene do tRN AS(AGY) e apresenta um alto grau de
conservacao em mamiferos, 73%. Foi primeiramente identificada apresentando um potencial
patogénico, em 6 membros de uma familia francesa com heranca tipicamente materna,
segregando com surdez moderada a profunda, pds-lingual (Le“véque et al., 2007). Esta
mutagdo ndo tem sido descrita em individuos controles normais. Dessa forma, acredita-se que a
alteracdo 12236G>A pode estar envolvida na perda auditiva do paciente 54B analisado neste

trabalho.

A alteracdo m.988G>A localizada no gene 12S rRNA, foi identificada em 1 individuo
(118I) heterozigoto para a mutacdo c.35delG. Rydzanicz e colaboradores (2010) detectaram
esta alteracdo em 4 individuos com surdez nao-sindromica de grau moderado a profundo, sendo
observada heranca materna em apenas um deles. O estudo preditivo de anédlise de estrutura
secunddria mostrou uma alteragdo na subunidade 12S rRNA mutada quando comparada a
subunidade sem a alteracdo. Contudo, ndo existem evidéncias de patogénicidade na literatura.
A alteracio m.5628T>C no gene do tRNA** também foi identificada no mesmo individuo
118I. Esta alteracdo ocorre em uma base altamente conservada do tRNA, em humanos
(Brandon et al., 2004). A alteragdo da estrutura do tRNAM® pela mutacdo m.5628T>C pode
levar a uma falha no metabolismo do tRNA, podendo resultar na insuficiéncia da traducdo
mitocondrial. Han e colaboradores (2007) descreveram que esta variante pode ter uma funcao
modificdora na manifestacdo fenotipica da mutagdo 1494C>T, levando a perda auditiva (Guan
et al., 2000). A mutacdo 1494C>T ocorre no gene 12S rRNA, determina uma disfunc¢do
mitocondrial e tem sido associada tanto com perda auditiva induzida por aminoglicosideos,
como perda auditiva ndo-sindromica. Segundo o autor, a alteracdo m.5628T>C piora a
disfuncdo mitocondrial causada pela mutacdo 1494C>T. Dessa forma, pode-se sugerir que o

mesmo possa estar ocorrendo no caso identificado neste estudo. A associacdo das alteragcdes
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causadas pelas duas mutacdes, m.988G>A e m.5628T>C, encontradas no mesmo paciente,

poderia estar levando a expressao do fenétipo.

A alteracao m.1027A>G estd localizada no gene codificante da 12S rRNA e apresenta
um alto indice de conservagdo, 92,9%. Estudos preditivos de estrutura indicam que ela pode
levar a alteracdes na estrutura tercidria ou quaternaria do 12S rRNA e podem conduzir a efeitos
significativos sobre a funcdo, contribuindo assim para o fenétipo de surdez (Lu et al., 2010). A
alteracdo m.1027A>G foi encontrada em dois pacientes, um portador da delecdo del(GJB6-
D13S1854) no gene GJB6 (6280to), e o outro portador da mutacdo c.35delG (8Unif.). Esta
mutacio ndo tem sido encontrada em grupos controles ouvintes e pode estar contribuindo para

a perda auditiva dos individuos estudados.

Finalmente, a alteracio m.1291T>C localizada no gene 12S rRNA tem provocado
controvérsias quanto a sua patogenicidade. Ballana e colaboradores (2006) descreveram a
natureza desta mutacdo como provavelmente patogénica, com base no histérico familiar dos
individuos portadores desta alteracdo, na predicdo da estrutura secunddria da 12S rRNA
alterada devido a mutacdo e sua auséncia em um grupo controle de 95 individuos espanhdis
ouvintes. Abreu-Silva e cols (2006) estudaram uma amostra de 203 individuos surdos e 300
controles ouvintes, e identificaram a alteracdo m.1291T> em cinco individuos surdos e dois
controles ouvintes. Portanto, hd a necessidade de estudos funcionais para esclarecer se de fato

essa mutagdo pode levar a perda auditiva.

z

Determinar se uma variante mitocondrial € patogénica ndo € um processo simples.
Dados na literatura ttm mostrado que a manifestacio fenotipica das mutagdes patogénicas pode
depender do envolvimento de vdrios fatores modificadores, tais como genes nucleares,
haplétipos mitocondriais e até mesmo fatores ambientais como o uso de antibidticos
aminoglicosidios. Neste estudo, usamos alguns critérios para avaliar se as mutagdes
mitocondriais encontradas nos pacientes surdos heterozigotos poderiam ou nao estar envolvidas
com o fendtipo. Critérios estes que foram: auséncia em controles negativos, alto indice de
conservacdo e potencial de causar alteracOes estruturais ou funcionais. Baseando-se nestes
critérios acreditamos que 4 mutagdes mitocondriais, m.12236G>A, m.5628T>C, m.988G>A e
118



m.1027A>G, detectadas em 4 individuos heterozigotos para mutacdes no locus DFNB1, podem
estar envolvidas com a perda auditiva. Nestes casos, as mutagdes em genes nucleares podem

estar agindo como fatores modificadores.

O estudo molecular dos 48 individuos heterozigotos para mutacdes no locus DFNBI,
apresenta resultados interessantes no que diz respeito a achados que podem ser inéditos nessa
drea de estudo, assim como também, na identificacdo de mutacdes em outros genes que
geralmente ndo fazem parte do grupo de genes ou mutagdes rotineiramente analisados. Este
estudo pode ter identificado 4 individuos portadores de possiveis delecdes ainda ndo descritas e
demonstrou que mutacdes nos genes GJB2 e GJB6, quando em heterozigose, podem em alguns
individuos, ndo indicar o envolvimento desses genes na perda auditiva do paciente, como foi o
caso do individuo homozigoto para mutagdo no gene CDH23 e que também €& portador da
mutagdo 35delG. Além disso, foi possivel identificar mutacOes em genes mitocondriais em 4
individuos, que podem estar diretamente envolvidas com a perda auditiva desses pacientes ou
ainda, estarem associadas a mutagcdes nucleares detectadas nos mesmos pacientes levando
assim, a expressdo do fenétipo nesses casos. Porém, maiores estudos serdo necessarios para

confirmar tal hipétese.

Um nimero considerdvel de interacdes genéticas e protéicas estd envolvido no
complexo mecanismo da audi¢do, o que consequentemente, dificulta o diagndstico molecular
da surdez. E provével que no futuro, novos métodos de andlise como sequenciamento massivo
(deep sequencing) e sequenciamento de exomas, que tém sido usado em apenas alguns casos,
se tornem mais acessiveis e possam contribuir para diminuir os casos de etiologia
indeterminada e ainda, possibilitar a descoberta de outros genes e diferentes mutacdes ainda

nao descritas, elucidando intrinsecas interagcdes genéticas envolvidas no mecanismo da audigdo.
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CONCLUSOES
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6- CONCLUSOES

1 - O estudo do locus DFNBI1 permitiu a identificacdo de possiveis novas delecdes que,
podem vir a explicar o fendtipo em 4 pacientes. Ainda sdo necessdrias andlises mais
refinadas para determinar os limites dessas delecoes.

2 - Mutagdes no cluster miR183/96/182 ndo sdo causas comuns de surdez nos pacientes
estudados.

3 — O rastreamento de mutagcdes em genes nucleares permitiu exclarecer o diagndstico
molecular em 1 caso e mutagdes em genes mitocondriais podem explicar o fenétipo de

surdez em 4 individuos.

4 — O rastreamento de mutacdes em outros genes pode diminuir o nimero de casos com
diagnéstico inconclusivo, porém, devido a grande complexidade da perda auditiva muitos

pacientes ainda permanecem com diagndstico indefinido.

5 — Em alguns casos, a presenca de mutagdes no gene GJB2, principalmente a mutagdo
mais frequente, ¢.35delG, pode ser casual e em outros podem estar associadas a outras

mutac¢des em outros genes.
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ANEXO 1

Genet Test Mol Biomarkers. 2011Dec;15(12):849-53. doi:10.1089/gtmb.2011.0034.

Searching for digenic inheritance in deaf Brazilian individuals
using the multiplex ligation-dependent probe amplification
technique.

da Silva-Costa SM, Martins FT, Pereira T, Pomilio MC, Marques-de-Faria AP, Sartorato EL.

Source

Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética, Universidade Estadual de Campinas, Cidade
Universitaria Zeferino Vaz s/n, Bardao Geraldo, Campinas, Brazil.

Abstract

Mutations in the genes coding for connexin 26 (Cx26), connexin 30 (Cx30), and
connexin 31 (Cx31) are the main cause of autosomal recessive nonsyndromic
sensorineural hearing loss (AR-NSNHL). The 35delG mutation is the most frequent in
the majority of Caucasian populations and may account for up to 70% of all GJB2
mutations. As a large number of affected individuals (10%-40%) with GJB2 mutations
carry only one mutant allele, it has been postulated that the presence of additional
mutations in the GJB6 gene (Cx30) explains the deafness condition found in these
patients. In the present study, we screened the ¢.35delG mutation in ~600 unrelated
Brazilian patients, with moderate to profound AR-NSNHL. Other point mutations in the
coding region of the GJB2 gene were screened by sequencing analysis as well as the
IVS 1+1 G>A splice site mutation in the same gene. Digenic mutations including large
deletions and duplications were investigated in the Cx26, 30, and 31 genes in
monoallelic individuals for mutations in the GJB2 gene. Large deletions and
duplications were assessed by multiplex ligation-dependent probe amplification. We
found 46 patients with mutations in only one GJB2 allele. Different pathogenic
mutations associated with ¢.35delG were found in 13 patients. Two patients were
identified with digenic heterozygous mutations. Our findings contributed to more
accurate diagnosis and more appropriate genetic counseling in 28% of patients
studied (13/46).
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ANEXO 2
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A novel DFNB1 deletion allele supports the existence of a distant
cis-regulatory region that controls GJB2 and GJB6 expression.

Wilch E, Azaiez H, Fisher RA, Elfenbein J, Murgia A, Birkenhdger R, Bolz H, Da Silva-Costa
SM, Del Castillo |, Haaf T, Hoefsloot L, Kremer H, Kubisch C,Le Marechal C, Pandya
A, Sartorato EL, Schneider E, Van Camp G, Wuyts W, Smith RJ, Friderici KH.

Source

Genetics Program, Michigan State University, East Lansing, MI 48824, USA.

Abstract

Eleven affected members of a large German-American family segregating recessively
inherited, congenital, non-syndromic sensorineural hearing loss (SNHL) were found to
be homozygous for the common 35delG mutation of GJB2, the gene encoding the gap
junction protein Connexin 26. Surprisingly, four additional family members with
bilateral profound SNHL carried only a single 35delG mutation. Previously, we
demonstrated reduced expression of both GJB2 and GJB6 mRNA from the allele
carried in trans with that bearing the 35delG mutation in these four persons. Using
array comparative genome hybridization (array CGH), we have now identified on this
allele a deletion of 131.4 kb whose proximal breakpoint lies more than 100 kb
upstream of the transcriptional start sites of GJB2 and GJB6. This deletion,
del(chr13:19,837,344-19,968,698), segregates as a completely penetrant DFNB1
allele in this family. It is not present in 528 persons with SNHL and monoallelic
mutation of GJB2 or GJB6, and we have not identified any other candidate pathogenic
copy number variation by arrayCGH in a subset of 10 such persons. Characterization
of distant GJB2/GJB6 cis-regulatory regions evidenced by this allele may be required
to find the 'missing' DFNB1 mutations that are believed to exist.
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ANEXO 3
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(PARECER CEP: N° 396/2006)

PARECER

I-IDENTIFICACAO:
PROJETO: “ESTUDO MOLECULAR DA PERDA AUDITIVA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Edi Lucia Sartoro

I1 - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprova o adendo que inclui o projeto “ESTUDO MOLECULAR EM
INDIVIDUOS SURDOS COM DIAGNOSTICO GENETICO INDEFINIDO”, com a
finalidade de doutorado da aluna Sueli Matilde da Silva Costa, referente ao protocolo de

pesquisa supracitado.
O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do

CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

III - DATA DA REUNIAO.

Homologado na I Reunifio Ordinaria dp CEP/FCM, em 22 de janeiro de 2013.

o
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Prof. Dr. Ca}lbs “duar,do Steiner
COORDENADOR do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
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ANEXO 4

Lista dos primers utilizados nos ensaios iPLEX® Gold Genotyping - MALDI-TOF /MS MassArray-System (Sequenom,

Inc.).
1. Primers utilizados no rastreamento de delecoes ou duplicacoes no locus DFNB1

Well | SNP-ID Primer Capture F Primer Capture R Primer Extensao
Wi rs9315384 | ACGTTGGATGTTAGGTTGACAAGCACCTTC | ACGTTGGATGCAGACAGCAGAGACTCTATC CAAGCACCTTCACATTT
Wi rs944015 ACGTTGGATGCCCAGCCTTCAAAATACAGC | ACGTTGGATGATTCGCCAGGACAGAACAGT TACAGCTTGAGGCTTCA
Wi rs7327522 | ACGTTGGATGATATTCTCCACCAAAACGGG | ACGTTGGATGTCTCACCTCTGTTGGATACC AGGAAGACATGGGTTCT
Wi rs17081227 | ACGTTGGATGTTTCCTCTCTGTCTACCCCG ACGTTGGATGCAGGGAACCTTGAGTACTGG CACCCTATACACATCCAG
Wi rs4770027 | ACGTTGGATGCAACACAGGAAGGCATTGTC | ACGTTGGATGAGAACACCAGAGTTGAACAG AAGGCATTGTCCAGGTGA
Wi rs9506487 | ACGTTGGATGCAGAGCTCCGTGTATCTCAG | ACGTTGGATGGAGAACACATCCTTTCTGGG gaTCAGCGCTGCCTTTTCT
Wi rs9506498 | ACGTTGGATGTAGTTTCCTCTCCTCATCCG ACGTTGGATGACAAGGCATGACATGTTGAG GGCTCTGTGTTCTACATAA
Wi rs7332444 | ACGTTGGATGAATTCAGGACCAAGTTTGGG | ACGTTGGATGATTCCCAGCTTTTGATCTTC CGGGGGAAAAGTAGAGCAA
Wi rs9552152 | ACGTTGGATGCATAAGCCAGCAGGCAGATA | ACGTTGGATGCACCACATCCTTTCTAAGGC CAGCAGGCAGATAAACTAAA
Wi rs9506494 | ACGTTGGATGCTAGGTACTTGCAACACAGG | ACGTTGGATGTTTGTTTTGCTCTGGGTGGG AACACAGGTGTAAAAGCTGA
Wi rs9509128 | ACGTTGGATGATCCGATCCCTGATCTACCA | ACGTTGGATGTGGAGGACACTAAATGGGAC GGATAACTTCTTCCATCATCT
Wi rs9578271 | ACGTTGGATGGAAGTGAGTTCCTCAGTCAG | ACGTTGGATGTGGACTCACGGAATGAATGC gGCTGTGTGGAATAGTATGAC
Wi rs9509249 | ACGTTGGATGTCAGGTGTCCCCTGAACAAT | ACGTTGGATGGGGAGTAAGAGATACAGGAC CCCTGAACAATGTCTGTTTCTG
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Wi rs7987144 ACGTTGGATGTACTGAGACCTCATAATCTG ACGTTGGATGTGGCTCTGCACTGCACACCT GACCTCATAATCTGAGACAAAG

Wi rs10492508 | ACGTTGGATGGTGAAGGCTCAAGGATGGAC | ACGTTGGATGACCATGCCCGACCTGACAT agGAGCTCCATGAAATTGTTTA

W1 rs9552183 ACGTTGGATGATACTAGAGCTGTCCTTCCC ACGTTGGATGAGAGACCTTGGTTAGGAGTG gtTTCCCCTCCTGACATCTGCAC

Wi rs945372 ACGTTGGATGGTGATTAAAGTCTACGCCTG ACGTTGGATGAAAGTTACCCCAAAGGCCAC ctTCTACGCCTGACTTTCCCGTT

Wi rs9550633 ACGTTGGATGCCATAGCCCACCTCTATGAT ACGTTGGATGAGATGGGCAGGGAGTGGTTC CCTCTATGATTTGGTTCAGTTCTC
W1 rs945366 ACGTTGGATGATCTGCCGTGCGTATCATTC ACGTTGGATGCCTATCTCTTGACACTTGCG gCTGCAGGCCAACAGCCAGGGAGA
WI rs9550638 ACGTTGGATGTGGGACTATCTCTCAAGGTG ACGTTGGATGTTAAACTCCCCATTGATCCC tcCAGAGATATAGTAAGGGAGGTA
WI rs2314232 ACGTTGGATGCAACTCCAGTGCTGGTATTC ACGTTGGATGCAGCGTGTGAGTACATGATA ttTATTCATATTCCACATGGAGCCC
Wi rs7981756 ACGTTGGATGGATAGAAATGGCATTAAACC ACGTTGGATGTGAGCCTAGGATGATCAAAC GAAATGGCATTAAACCTGTACATCA
WI rs6650231 ACGTTGGATGAAAGGGCAACTGAAGCACTG ACGTTGGATGTAGGAGGAAGCCAACAGAAC TGATTAAACCCCCAAGCCATACAGCC
WI rs7321826 ACGTTGGATGTTGCCAGTGTTGGGTCTGCT ACGTTGGATGTGGTTGTTGCAAACTGGGAC CTTTAAAGTGATTATTAAAGTGTTAC
W1 rs9509191 ACGTTGGATGTCGAACTCATCTTTCCGAC ACGTTGGATGCCATTCCCATCAACACATTG cccttTTTCCGACTATTATCCTCCTGA
WI rs9315492 ACGTTGGATGATGGAACTCTGCAGGTGAAC ACGTTGGATGTCATGGCAGCCTTTCTTCAG ctAACAGACAAAAATCATGTCTTCGTC
w2 rs11147641 | ACGTTGGATGACAGCTAATCTCCAGATCAC ACGTTGGATGTTTTGGCCGCAGCTGCACAT TCCAGATCACACACCAT

W2 rs7319601 ACGTTGGATGGAAGGTGTGTGCTTCAGCAA ACGTTGGATGGGCCAGAGCTTGTGCTTTCT ACCAAGACAGGAAGACA

W2 rs4331204 ACGTTGGATGTATTCACAAGTCTTCTAGCC ACGTTGGATGAGAGGAGTGGTTGTGGTCAG AGTCTTCTAGCCTCTACA

W2 rs4770014 ACGTTGGATGGTGAGTTAACCGTCTTTGTG ACGTTGGATGCAAAATTCACTGAAGCATAC cCCGTCTTTGTGGAGGTA

W2 rs3936015 ACGTTGGATGTCTCTTCCTAGCCAGCTATG ACGTTGGATGCAGAAAGGCCATGAAGAGTG cCTCCTGTTACACGACCTG

W2 rs9509266 ACGTTGGATGCCTTCATAGGGCACATCAGT ACGTTGGATGTGCGTGGTCCCAATAGACAG AGCAGTCTCTGTTACAAAC

W2 rs7323769 ACGTTGGATGCATTTTGGAATGAGCAGTTC ACGTTGGATGTATGGGCCAAATTGCTTCCG GGAATGAGCAGTTCACTATC
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W2 rs4272877 ACGTTGGATGTCATTTCACTCCCCTGCTTG ACGTTGGATGTCAATTGCACAGGGGAAAAG ggaTGCTTGGAAGTTTCAGT

W2 rs12868032 | ACGTTGGATGCTGAAGGCATTTTTGAAACTC ACGTTGGATGAACCGAGAGTGATTTTTAGG ACTCAAATAAAACTTCCTCTG

W2 rs9652061 ACGTTGGATGGTAAACCTTGGGCAGCAATG ACGTTGGATGAATGGGAAGCCTGCCATCTC TGCTCTTATATCAGAATTGGCT

W2 rs7335998 ACGTTGGATGGACAGACTTCCCAACAGCAA ACGTTGGATGCAGGGAACCTAATAGCTGAA gCCCAACAGCAAAATATCAAGTT
W2 rs9315607 ACGTTGGATGCAAGGCCCAGATATTTTAA ACGTTGGATGCTATGAGTTTTTGTATGTC CAGATATTTTAAAAGTGAACCTCA
W2 rs9509119 ACGTTGGATGACACCACAGCCCCTCCATC ACGTTGGATGCTGTTGTGTATTTCCAGTTCC CGCCCACACCACCACGGCCGCCTGGA
W2 rs7337130 ACGTTGGATGGTTGGGTTGCTCTTGATGTC ACGTTGGATGCAAATGTCCACAGGAAAAATC ACAAAGAAACTCTGTTGGTCCTGATT
W2 rs9552217 ACGTTGGATGGACTCCATTAAACCTTTTTC ACGTTGGATGGTCTGTTTTCATGCTGCTAA CCATTAAACCTTTTTCTTTCTTAAATT
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2. Primers utilizados no rastreamento de mutacoes em genes nucleares.

Well SNP-ID Primer Capture F Primer Capture R Primer Extensao
wi GJB2_p_V37! ACGTTGGATGCCCACACCTCCTTTGCAG ACGTTGGATGCAGCATTGGAAAGATCTGGC | CTCCTTTGCAGCCACAA
wi WFS1_Ala716Thr ACGTTGGATGTGAAGAACGGGAGCATGTTG | ACGTTGGATGCTTCAAGTACGTCCGCGTG GTTGATGGCAGACTCGG
Wi GJB2_p_W172X ACGTTGGATGAAGCAGTCCACAGTGTTGGG | ACGTTGGATGATGTCATGTACGACGGCTTC | ACAGTGTTGGGACAAGG
wi TECTA_c_5668C-T ACGTTGGATGACACTGGCAACATCATCACC | ACGTTGGATGAGGAGATCTTGATATCCAGC | AACATCATCACCAGGGAC
wi MYO15_c_6796G-A ACGTTGGATGTGTTTTCCCCTTGCTTCCAC ACGTTGGATGATTCCTTGCTCATAGAGACC | CTTGCTTCCACAGGCTATG
wi GJB2_p_R75Q ACGTTGGATGACGTGTGCTACGATCACTAC | ACGTTGGATGACACGAAGATCAGCTGCAGG | aTTCCCCATCTCCCACATCC
wi SLC_1229C-T ACGTTGGATGTTGTTTTGTGGCCACCACTG | ACGTTGGATGCTGTTGTTCCTACCTGTGTC tACCACTGCTCTTTCCCGCA
Wi GJB2_p_M93l ACGTTGGATGCCTCTTCTTCTCATGTCTCC ACGTTGGATGCTGCAGCTGATCTTCGTGTC | TGTCTCCGGTAGGCCACGTG
wi TMPR_207delC ACGTTGGATGACATCTGTACTTCCCTGAGC | ACGTTGGATGCACTCTGAAAGAGCTGTTGG | TTCCCTGAGCAGTCGAAGTG
Wi MYO15_c_10573delA | ACGTTGGATGATGAGAAGCGGCTCACATTG | ACGTTGGATGTCTGGCAGAAGGTACTGGAG | tctCGGCTCACATTGCCCCCC
wi OTOF_2905-23_D19111 | ACGTTGGATGACATGTACCAGGCCCGCAG ACGTTGGATGATTGATGAAGAAGACGCGGG | tgctCGCAGCCTCTTTGCCGC
Wi SLC_578C-T ACGTTGGATGTACCTGTATAATTCCAACC ACGTTGGATGGACACTGCAGCTAGAGATAC | cttcTAATTCCAACCAGCAGA
wi MIR96_13G-A ACGTTGGATGCACTGCACATGATTGCTCAG | ACGTTGGATGCACCAGTGCCATCTGCTTG ACAAGCAAAAATGTGCTAGTG
Wi GJB2_p_N206S ACGTTGGATGCAGTGTCTGGAATTTGCATC | ACGTTGGATGTGGCTTTTTTGACTTCCCAG tcttGAATTTGCATCCTGCTGA
wi SLC_425C-T ACGTTGGATGAGACTTTTTTTCCCCAGGAC | ACGTTGGATGTACGAGAAAGTGTTCGTCGG | cttgTTTTCCCCAGGACCTTTTC
Wi GJB2_p_E147K ACGTTGGATGCCTACACAAGCAGCATCTTC | ACGTTGGATGAGCCGTCGTACATGACATAG | taacCTTCTTCCGGGTCATCTTC
wi OTOF_c_2485C-T ACGTTGGATGAGGTGAAGCGGCACACGGT | ACGTTGGATGAAGCGCAGCTTCTGCAGGA cactGGACAAGCTGAGGCTGTGC
Wi TMC1_c_1334G-A ACGTTGGATGCCTTGTTGTTAATCTCATCC ACGTTGGATGCATCGCTTTGAAATGGCTAC | TGCCTAAAAGAAGAGCAAAAATG




Wi

OTOF_c_4491T-A

ACGTTGGATGAGACTTGCAAGGAGGGAAAG

ACGTTGGATGGCAATGACCCCATCAATGTG

ctACGGGAGTCTCACCCGGACCAC

Wi OTOF_5800-5801insC ACGTTGGATGTTTACTGACAGCAGAGGAGG ACGTTGGATGCAGGGCACTCACTTGGGTT ctttCCCGCAATGAACCTGACCCCC
Wi MTT_m_7445A-G ACGTTGGATGACCACACATTCGAAGAACCC ACGTTGGATGGGCTTGAAACCAGCTTTGGG AAGAACCCGTATACATAAAATCTAG
Wi CDH23_P240L ACGTTGGATGGAGGAGAATGCTCGTAGATG ACGTTGGATGCTTGGCCATCATCATCACAG agGCTCGTAGATGTTGGTGCTGTAA
W1 MTR_m_1494C-T ACGTTGGATGAGTTGAACAGGGCCCTGAAG ACGTTGGATGCCTCTATATAAATGCGTAGGG | ttAAGCGCGTACACACCGCCCGTCAC
Wi 1622T-C_rs144457142 ACGTTGGATGGCCTAAAATCATTGGGTTGC ACGTTGGATGCCCTTCAAAACCATTTTGGG gggtTTGCAATTTATTTGCTTCAAAT
Wi KCN_P194H ACGTTGGATGTTTCAGCCAGCATGCAGTTG ACGTTGGATGGAGGCTTTTGCGCATATTGG ccGTTGTGGCCTCCCACAATGGCAAGC
w2 OTOF_c_3400C-T ACGTTGGATGAAAAGGGAAGGGCCACACAG | ACGTTGGATGTGGACCGAGGTCCCATCAT CCCTCGCACCTCCACTC

w2 TMC1_c_1939T-C ACGTTGGATGAGGGTCTTCAAAGCTTCCAG ACGTTGGATGCGATCATGTACAAGACAGGC TGCTCATCCTCTTCCTG

w2 SLC_1334T-G ACGTTGGATGTGATGATCGCCATTCTTGCC ACGTTGGATGCAATCGGTATGCAGAGAAGC GAAGCTTCTGGAACCCT

w2 CDH23_R1746Q ACGTTGGATGCTCAGGTGCTTGTGAATGTG ACGTTGGATGGTGACTTCAAATGGTCCCTC ATGTGCCTACCTTCCCCC

w2 OTOF_c_4227_1G-T ACGTTGGATGCACACACCCTAGAAGGGTC ACGTTGGATGCCGAGAAGAAGAAACCCAAG | gCTGCTCCTAGGCTCTCA

w2 SLC_279delT ACGTTGGATGGTCAAGGAATGGCTGCTTAG ACGTTGGATGGCCAACATCTTACCTTGCAG CGTCATTTCGGGAGTTAG

w2 OTOF_c_3239G-C ACGTTGGATGCTCAGCTCGAGTACTACCAG ACGTTGGATGTCTTCCCTGCAGTCCCACCT GAGTACTACCAGATCTACC

w2 GJB2_c_167delT ACGTTGGATGTTGTGGCTGCAAAGGAGGTG ACGTTGGATGGATCGTAGCACACGTTCTTG ctcCTTTGTCTGCAACACCC

w2 KCNQ4_W276S ACGTTGGATGACTCCGACTTCTCCTCCTAC ACGTTGGATGAGAAGGGCAGCCCTACAAAG | ttgCGCCGACTCGCTCTGGT

w2 TMC1_c_1165C-T ACGTTGGATGGGATACCTCATCTTTTGGGC ACGTTGGATGTTTTTTCCCACCACCCAAGG TCATCTTTTGGGCTGTGAAG

w2 GJB2_p_K168R ACGTTGGATGATGTCATGTACGACGGCTTC ACGTTGGATGAAGCAGTCCACAGTGTTGGG tttCATGCAGCGGCTGGTGA

w2 CDH23_Asp2148ASN ACGTTGGATGGGGAGTCATTGATGTCATCG ACGTTGGATGAGTCCTACAGGCTAACGGTG gGAGAGGAACGGTGCCCCGGT

w2 TRIOBP_R347X ACGTTGGATGATCTACACAGTGGAACACCC ACGTTGGATGTGGGTAGAAGAGGTTCTGGG | gggCAGAGCTTCCTCTCCCTCA

w2 OTOF_c_3413T-C ACGTTGGATGAGGTTCACCCGCTTTAGGTC ACGTTGGATGCTCTCTTCTCTGCACCCAC cttGTCCCGTAGGCCCCAGAAC

157



158

w2

MIR96_c_14C-A

ACGTTGGATGCACTGCACATGATTGCTCAG

ACGTTGGATGCACCAGTGCCATCTGCTTG

gaaaAAGCAAAAATGTGCTAGT

w2 SLC_1226G-A ACGTTGGATGCTGTTGTTCCTACCTGTGTC ACGTTGGATGTTGTTTTGTGGCCACCACTG ccGTGCTCTCCTGGACGGCCGTG
w2 SLC_1707_5G-A ACGTTGGATGTTCTATGGCAATGTCGATGG ACGTTGGATGGAAGTCTCAAAAGAGGTTAG taacTGTATCAAGTCCACAGTAA

w2 TECTA_c_5509T-G ACGTTGGATGCTAAGTGCAAGCTCTTCCAG ACGTTGGATGAAAATCTTCCCCCTCGATGC gtggGAGGATCAATGACAGACAG
w2 SLC_1826T-G ACGTTGGATGGGGATATCAAGTTCCTCCAG ACGTTGGATGTCTTCGTTTAGAATGGCATC GGCTCAAAAGCATTATTTGTTGAA
w2 MYO15_c_3334delG ACGTTGGATGAAAGAGCTCAGCTTCTGCAC ACGTTGGATGCCCAGAGCCCCTGCCCAAG ccatGCATGACCACAGCAAAACGCC
w2 SLC_412G-T ACGTTGGATGATCTTTGGAACATCAAGAC ACGTTGGATGGCACTTAATATAGCCAAAAC ccTTGGAACATCAAGACATATCTCA
w2 TECTA_c_5597C-T ACGTTGGATGGTTGTTGGCGCTTTCGATCC ACGTTGGATGTCTGACTTCCCCTTGTTCTG GAGTGTGTTTTTATACATGATATGC
W2 TMPR_c_413C-A ACGTTGGATGTACCTTGGGAAACCCAGTTG ACGTTGGATGTCGTGGAAGACCATGTGCTC ggaaAGTTGGGCACAGGCAACATTT
w2 OTOF_c_5431A-T ACGTTGGATGATCTTGTACTCGGTCTCGTC ACGTTGGATGTGTTCCCCTTCGACTACCTG gtatTCCCAGGAGAACATGGACTCCT
W2 GJB2_IVS1A ACGTTGGATGAGAGACCCCAACGCCGAGA ACGTTGGATGAGGTTCCTGGCCGGGCAGT actCCGCCGCGCTTCCTCCCGACGCAG
w2 c_100C-T ACGTTGGATGTCTGGTCCGTTTCCTCTTTG ACGTTGGATGTAGGTGAAGAGGAAGAGGAG | aacgaTTTGGTCTCAAGCTCTCTCTTC
W3 GJB2_p_E129K ACGTTGGATGAGATGACCCGGAAGAAGATG | ACGTTGGATGGGAGATCAAAACCCAGAAGG CCACCACAGGGAGCCTT

w3 GJB2_c_235delC ACGTTGGATGACGTGTGCTACGATCACTAC ACGTTGGATGTGGCGTGGACACGAAGATCA ACATCCGGCTATGGGCC

W3 GJB2_c_35delG ACGTTGGATGTCTTTTCCAGAGCAAACCGC ACGTTGGATGCAATGCTGGTGGAGTGTTTG GCAGACGATCCTGGGGG

w3 GJB2_p_S113R ACGTTGGATGGGGTTTTGATCTCCTCGATG ACGTTGGATGCGGAGACATGAGAAGAAGAG | CCTCGATGTCCTTAAATTC

W3 OTOF_c_1601delC ACGTTGGATGATCCAGCAGCGTGTAGTTAC ACGTTGGATGCCCCTCATTTTTGTTCCCAC ACATGTTCACCCAGGCTGG

w3 €_2905-2923D19111-2 ACGTTGGATGATTGATGAAGAAGACGCGGG | ACGTTGGATGTTCCAGCTCCGAGCGCACAT AGAGTCCGCTGCTGTCGGC

W3 CDH23_Q1716P ACGTTGGATGTGAGGCGGTGGGATAAGATG | ACGTTGGATGTGGACTACGAGATCAGCCAC cTGGGATAAGATGGGGCAC

w3 SLC_2326C-T ACGTTGGATGTGTTTTCCCCTTGCTTCCAC ACGTTGGATGATTCCTTGCTCATAGAGACC CCCTTGCTTCCACAGGCTATG

W3 SLC_c_445G-A ACGTTGGATGTACGAGAAAGTGTTCGTCGG ACGTTGGATGTTCCCCAGGACCTTTTCCAG CCATGCTCAGAACAACAGATC




W3

TECTA_c_3107G-A

ACGTTGGATGATGAGGGCTATGCTCTACTG

ACGTTGGATGTCATTGGTGGCAAGTTGGTG

AGTGTGTCACGCGGAGTGAGT

W3 CDH23_p_D2202N ACGTTGGATGATGCCGACAATGTGGTACTC ACGTTGGATGTGAGCCAGGCACTGTCATTG tcCTCTAGCTTTGGGTTGAGGT

W3 OTOFc_2122C-T ACGTTGGATGATGTTGGCATTGTAGAGGCG ACGTTGGATGACTACTTCCATCTGCCCTAC tttATGTAGATGCAGGGCTTTC

W3 TMIE_R84W ACGTTGGATGTACATCTTGGCTGCCTTTCG ACGTTGGATGTGCTGTGTCTTCAACTGTCG ctCTTCGATCTCCTTCCGGGTCC

W3 MTR_m_1555A-G ACGTTGGATGCACTTTCCAGTACACTTACC ACGTTGGATGACCCTCCTCAAGTATACTTC TACACTTACCATGTTACGACTTG

W3 MYO15_9957_9960del | ACGTTGGATGACACTGCTGAAGAGTCCCTT ACGTTGGATGTGCAGCCAAGTGCCTGCACG ggagtAAGAGTCCCTTCAGGTAG

W3 GJB2_p_R184P ACGTTGGATGGCAGGATGCAAATTCCAGAC ACGTTGGATGCAACACTGTGGACTGCTTTG cccacGACAGTCTTCTCCGTGGGC
W3 OTOF_1841G-A ACGTTGGATGGAGCTGTGCAGGTAAAATGG ACGTTGGATGGTTTCTCCGGTCGATCATTG AAATGGAAGAATTCTTTCTCTTTG
W3 FOX_G258R ACGTTGGATGCAGGACATCTTGGATGGAGC ACGTTGGATGGGAAGCTGTTAAGGCAAGGG | ccACATCTTGGATGGAGCCTCACCA
W3 OTOF_c_5785A-C ACGTTGGATGTCACTTGGGTTTCTCTAGGG ACGTTGGATGTTTACTGACAGCAGAGGAGG GGTTTCTCTAGGGGGTCAGGTTCAT
W3 CDH23_U1_6050-9G-A | ACGTTGGATGCCCCTTTTCTGTGTGTTTCC ACGTTGGATGGTCAATGATGACACCTGACC gGTGTGTTTCCCTGGCTGGCGGCACC
W3 GJB2_p_M34T ACGTTGGATGTTGGAAAGATCTGGCTCACC ACGTTGGATGATCTCCCCACACCTCCTTTG TCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTA
W4 GJB2_p_VI5M ACGTTGGATGCTGCAGCTGATCTTCGTGTC ACGTTGGATGCCTCTTCTTCTCATGTCTCC TCCTAGTGGCCATGCAC

W4 CDH23_D2045N ACGTTGGATGTCATTGACCGGGAGGCATTC ACGTTGGATGATGGTGATGAGCAGGTGGG TGCTGCTGCTGGCTGAG

W4 TMIE_R81C ACGTTGGATGTCACGCTGTGCTGTGTCTTC ACGTTGGATGTACATCTTGGCTGCCTTTCG TGCTGTGTCTTCAACTGT

W4 CDH23_D990N ACGTTGGATGTGTACACGGCCGGGAAGAAG | ACGTTGGATGTCTTCTGCGGCAGAAGCCA AGAAGGTGGGCGTCTCGT

W4 FOX_G335V ACGTTGGATGTGACCTTCAACTCCTTCTCC ACGTTGGATGATAGCTGAGCATGTTGGTGG AGCAACCACAGCGGTGGGG

W4 6013G-T_rs11843171 ACGTTGGATGATCCTGTGTTTTGCAAACGG ACGTTGGATGTAACCCCTCCGGGAGTGCAG TGGGGAGCAGGAAGGGTCA

W4 KCN_R348C ACGTTGGATGCTTGAGCTTTTCAGGGTCTC ACGTTGGATGGACCAAGTTGTGAAAGTGGC CTTTTCAGGGTCTCCGTAGC

W4 SLC_IVS8A ACGTTGGATGTTTCATATGGAGCCAACCTG ACGTTGGATGTTAGTACTAAGAGGAACACC GTTAAATCCATCCCAAGGGG

W4 GJB2_p_E47X ACGTTGGATGTATGATCCTCGTTGTGGCTG ACGTTGGATGGCAGGGTGTTGCAGACAAAG GCAAAGGAGGTGTGGGGAGAT
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W4

DFNB59_R183W

ACGTTGGATGTCTGTGCATGCTGGAATTCG

ACGTTGGATGTTCCCATGGCAACACTTTAG

TGGAATTCGAGGGGAAGCAATG

W4 CDH23_A1586P ACGTTGGATGAACAAGGACATGGCCTTCCG ACGTTGGATGCAGGTGGTAGAAGCTCTGG TGGACCGCATCAGCGGTGAGATC
W4 GJB2_p_W24X ACGTTGGATGCACAACGAGGATCATAATGC ACGTTGGATGGTGTGAACAAACACTCCACC CGAAAAATGAAGAGGACGGTGAGC
W4 SLC_C282Y ACGTTGGATGCTATAGGAATAGGGACTGGG ACGTTGGATGTGCTGGATTGCTCACCATTG tTCATTTAATTCCTTAACTGCCATA
W4 MYO15_c_3313G-T ACGTTGGATGAGGCATGACCACAGCAAAAC ACGTTGGATGAGCCCCCTTGGCGCCCATCA CGCCCAGGGGCTGCCTGGCGCCGTT
W4 TMPR_c_916G-A ACGTTGGATGAGCCTACAAGACCTCGTCC ACGTTGGATGTTCACCCTCATCGGTGTCTC GCAGCTGGACTTACTGCAGGCAGCG
W4 CIB2_F91S ACGTTGGATGTAGTTTGCCTTGAGCTCTCG ACGTTGGATGTTTTCCGAGGATGGTGAGGG aGCAGAGCACGGAAAACATGTCCACA
W4 TMPR_IVS4-6G-A ACGTTGGATGTCCACTGGCCACTAATAAGC ACGTTGGATGACGAAGCAGCTGTGAACACC ACTAATAAGCCTTTCTTTCTGCACATC
W5 FOX_R267Q ACGTTGGATGATCTTGGATGGAGCCTCACC ACGTTGGATGAGGAAGCTGTTAAGGCAAGG | CAGCTCCCCAGAGAAGC

W5 CDH23_R301Q ACGTTGGATGTCTTTGCCCTGGACTACATC ACGTTGGATGTTCACAGTCAGGATGAAGCC GAATGGCCTGCTGGACC

W5 SLC_c_1238A-G ACGTTGGATGCTGTTGTTCCTACCTGTGTC ACGTTGGATGTTGTTTTGTGGCCACCACTG CTTTCCTCCAGTGCTCTCC

W5 OTOF_c_4960G-A ACGTTGGATGAAGGTCTTCTGGTTCTGCTG ACGTTGGATGACATGCTCGTCTGTGGGCTT TGAGCCGCCGGCACCCACA

W5 CDH23_R2029W ACGTTGGATGTTTCTGTGTGTTTCCCTGGC ACGTTGGATGAGGATGGGTGGCGAGAATG GTCAGGTGTCATCATTGAC

W5 OTOF_c_2348delG ACGTTGGATGTTCCTCTCCCTCGCTGACAA ACGTTGGATGCTCCCTCATGCAGGACTTGA CCTCGCTGACAAGGACCAGG

W5 GJB2_p_L90oP ACGTTGGATGCTGCAGCTGATCTTCGTGTC ACGTTGGATGCCTCTTCTTCTCATGTCTCC TCGTGTCCACGCCAGCGCTCC

W5 GJB2_p_V153I ACGTTGGATGATGGAGAAGCCGTCGTACAT ACGTTGGATGACAAGCAGCATCTTCTTCCG CGTCGTACATGACATAGAAGA

W5 CIB2_1123T ACGTTGGATGTGCCCTACAGACTTCAACAC ACGTTGGATGCATCCAGCTCTGACTTAGTG AGACTTCAACACTGACAACTTCA

W5 COCH_P51S ACGTTGGATGGTTTTACCAGAGGCTTGGAC ACGTTGGATGAGAGAATTCCTCAAGAGGGC AAGAGAAAGCAGATGTCCTCTGC
W6 GJB2_p_R184W ACGTTGGATGGCAGGATGCAAATTCCAGAC ACGTTGGATGTGTCCCAACACTGTGGACTG AGTCTTCTCCGTGGGCC

W6 FOX_G258E ACGTTGGATGCAGGACATCTTGGATGGAGC ACGTTGGATGGGAAGCTGTTAAGGCAAGGG | GGATGGAGCCTCACCAG

W6 TMPR_c_1221C-T ACGTTGGATGACAGCCTCCTCTCTTGACAC ACGTTGGATGATCTCCCCCTCCATGCTCTG CCTCTCTTGACACACCAGG




W6

OTOF_c_1552-
1567del16

ACGTTGGATGTCTCCCGCTGCTGACCTTTG

ACGTTGGATGACTCGGACAAGGTCAACGAC

GCTGACCTTTGTCTCCGTCA

W6

CIB2_C99W

ACGTTGGATGGGAACCTCACTTTCAACGAC

ACGTTGGATGTAGTTTGCCTTGAGCTCTCG

GGACATGTTTTCCGTGCTCTG

3. Primers utilizados no rastreamento de mutacoes em genes mitocondriais.

Well SNP-ID Primer Capture F Primer Capture R Primer Extensao
Wi T4336C ACGTTGGATGTAGGAGCTTAAACCCCCTTA | ACGTTGGATGAGGTGGCACGGAGAATTTTG | ACCCCCTTATTTCTAGGAC

Wi G8363A ACGTTGGATGAGATTAAGAGAACCAACACC | ACGTTGGATGAATTATGGTGGGCCATACGG | gCCAACACCTCTTTACAGT

Wi T1291C ACGTTGGATGTCAGCCTATATACCGCCATC | ACGTTGGATGCGTCTTTACGTGGGTACTTG | AGCAAACCCTGATGAAGGC

Wi 7927 ACGTTGGATGGCATCAAGCACGCAGCAATG | ACGTTGGATGTTAATCACTGCTGTTTCCCG ATGCAGCTCAAAACGCTTAG

Wi A1555G ACGTTGGATGACCCTCCTCAAGTATACTTC | ACGTTGGATGCACTTTCCAGTACACTTACC CCTACGCATTTATATAGAGGAG

Wi C7462T ACGTTGGATGACCACACATTCGAAGAACCC | ACGTTGGATGGGCTTGAAACCAGCTTTGGG | gCTAGACAAAAAAGGAAGGAAT
Wi T15908C ACGTTGGATGAATACTCAAATGGGCCTGTC | ACGTTGGATGGGTTTTCATCTCCGGTTTAC GCCTGTCCTTGTAGTATAAACTAA
Wi T1180G ACGTTGGATGCGAGCCACAGCTTAAAACTC | ACGTTGGATGTCGATTACAGAACAGGCTCC | aaTAAAACTCAAAGGACCTGGCGG
wi T990C ACGTTGGATGCTATTTTGTGTCAACTGGAG | ACGTTGGATGGAGTGTTTTAGATCACCCCC | cccTGTGTCAACTGGAGTTTTTTAC
Wi A5568G ACGTTGGATGTTCAGTTGATGCAGAGTGGG | ACGTTGGATGCCTTCAAAGCCCTCAGTAAG | atTCCTTAGCTGTTACAGAAATTAAG
wi T669C ACGTTGGATGGGATGCTTGCATGTGTAATC | ACGTTGGATGGCTCACATCACCCCATAAAC | caTGTAATCTTACTAAGAGCTAATAG
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Wi A856G ACGTTGGATGGGGAAACAGCAGTGATTAAC | ACGTTGGATGATTGACCAACCCTGGGGTTA gggAGCAATAAACGAAAGTTTAACTA
w2 G622A ACGTTGGATGAGAAAGGCTAGGACCAAACC | ACGTTGGATGCTCCTCAAAGCAATACACTG GGGGTGATGTGAGCCCGT

w2 C12224T1 ACGTTGGATGCTTACGACCCCTTATTTACC ACGTTGGATGGCCATGTTGTTAGACATGGG CCGAGAAAGCTCACAAGAA

w2 G988A ACGTTGGATGGAGTGTTTTAGATCACCCCC ACGTTGGATGCTATTTTGTGTCAACTGGAG gAAAGCTAAAACTCACCTGA
w2 A839G ACGTTGGATGCAACCCTGGGGTTAGTATAG ACGTTGGATGGGGAAACAGCAGTGATTAAC gAGCTTAGTTAAACTTTCGTT

w2 A745G ACGTTGGATGGTGAGTTCACCCTCTAAATC ACGTTGGATGAGGCTAAGCGTTTTGAGCTG gCCCTCTAAATCACCACGATCA
w2 G15927A ACGTTGGATGAAATGGGCCTGTCCTTGTAG ACGTTGGATGCTGATTTGTCCTTGGAAAAAG | CTAATACACCAGTCTTGTAAACC
w2 G5821A ACGTTGGATGAGCTGCTTCTTCGAATTTG ACGTTGGATGTCTAAAGACAGGGGTTAGGC gAATTCAATATGAAAATCACCTC
W3 A636G ACGTTGGATGCTGAAAATGTTTAGACGGGC ACGTTGGATGGCTAATAGAAAGGCTAGGAC TTAGACGGGCTCACATC

W3 A735G ACGTTGGATGTGCGTGCTTGATGCTTGTTC ACGTTGGATGTTACACATGCAAGCATCCCC TGTTCCTTTTGATCGTGG

w3 Al116G ACGTTGGATGTTAAGCTGTGGCTCGTAGTG ACGTTGGATGATACCCCACTATGCTTAGCC CGAGCAGTTTTGTTGATT

W3 A1331G ACGTTGGATGATTTCTTGCCACCTCATGGG ACGTTGGATGTGAAGGCTACAAAGTAAGCG CACCTCATGGGCTACACCT

W3 T4363C ACGTTGGATGGGGCCCGATAGCTTATTTAG ACGTTGGATGATGAGAATCGAACCCATCCC GTGGCACGGAGAATTTTGG

W3 C1192A ACGTTGGATGTCGATTACAGAACAGGCTCC ACGTTGGATGCGAGCCACAGCTTAAAACTC aaAGAACAGGCTCCTCTAGA
w3 C1494T1 ACGTTGGATGAGTTGAACAGGGCCCTGAAG | ACGTTGGATGCCTCTATATAAATGCGTAGGG | cccgACACACCGCCCGTCACC
W3 T1005C ACGTTGGATGGTTAAAGCCACTTTCGTAGTC | ACGTTGGATGGCTAAAACTCACCTGAGTTG TTTCGTAGTCTATTTTGTGTCA
w3 A827G ACGTTGGATGCACACCCCCACGGGAAACA ACGTTGGATGCTGGGGTTAGTATAGCTTAG gCACGGGAAACAGCAGTGATTA
W3 T5655C ACGTTGGATGCCACTCTGCATCAACTGAAC ACGTTGGATGTGTGGGTTTAAGTCCCATTG CCACTTTAATTAAGCTAAGCCCT
W3 T10454C ACGTTGGATGTGTAAATGAGGGGCATTTGG ACGTTGGATGCAAAACGAATGATTTCGACTC | tGGGGCATTTGGTAAATATGATT
W3 A14693G ACGTTGGATGGCATACATCATTATTCTCGC ACGTTGGATGCTTGTAGTTGAAATACAACG ccCATTATTCTCGCACGGACTACA
W3 T5587C ACGTTGGATGCCTTCAAAGCCCTCAGTAAG ACGTTGGATGTTCAGTTGATGCAGAGTGGG GCAATACTTAATTTCTGTAACAGC




W3 T5802C ACGTTGGATGGGTTTGAAGCTGCTTCTTCG ACGTTGGATGCCTCTTTTTACCAGCTCCGA ggGCTGCTTCTTCGAATTTGCAAT
W3 A1374G ACGTTGGATGATGAGGTGGCAAGAAATGGG | ACGTTGGATGCCACCTTCGACCCTTAAGTT gGGCAAGAAATGGGCTACATTTTCT
W4 T5628C ACGTTGGATGAAACCCCACTCTGCATCAAC ACGTTGGATGGGGTTTAAGTCCCATTGGTC CATCAACTGAACGCAAA

W4 G709A ACGTTGGATGTCGTGGTGATTTAGAGGGTG ACGTTGGATGAGGTTTGGTCCTAGCCTTTC AGGGTGAACTCACTGGAA

W4 A801G ACGTTGGATGGCATCAAGCACGCAGCAATG ACGTTGGATGTTAATCACTGCTGTTTCCCG AAACGCTTAGCCTAGCCAC

W4 C1226G ACGTTGGATGTCATATCCCTCTAGAGGAGC ACGTTGGATGCGGTATATAGGCTGAGCAAG GTTCTGTAATCGATAAACCC

W4 T1452C ACGTTGGATGTATACTTGAGGAGGGTGACG ACGTTGGATGGTCGAAGGTGGATTTAGCAG gggCAGGGCCCTGTTCAACT

W4 C1310T ACGTTGGATGCAAACCCTGATGAAGGCTAC ACGTTGGATGACCTCATGGGCTACACCTTG GCTACAAAGTAAGCGCAAGTA
W4 G5540A ACGTTGGATGACGCTACTCCTACCTATCTC ACGTTGGATGTATTGCAACTTACTGAGGGC aAGGTTAAATACAGACCAAGA

W4 A7445C ACGTTGGATGACCACACATTCGAAGAACCC ACGTTGGATGGGCTTGAAACCAGCTTTGGG tAACCCGTATACATAAAATCTAG
W4 A1027G ACGTTGGATGATCCCAGTTTGGGTCTTAGC ACGTTGGATGCTCCAGTTGACACAAAATAG GTGTTCAGATATGTTAAAGCCAC
W4 G12183A ACGTTGGATGACCAAAACATCAGATTGTG ACGTTGGATGGTTCTTGTGAGCTTTCTCGG gTCAGATTGTGAATCTGACAACA
W5 T642C ACGTTGGATGCTCCTCAAAGCAATACACTG ACGTTGGATGAGAAAGGCTAGGACCAAACC GGGCTCACATCACCCCA

W5 A1453G ACGTTGGATGGTCGAAGGTGGATTTAGCAG ACGTTGGATGTATACTTGAGGAGGGTGACG AACTAAGAGTAGAGTGCTT

W5 C1537T ACGTTGGATGCCATGTTACGACTTGTCTCC ACGTTGGATGACCCTCCTCAAGTATACTTC CTTGTCTCCTCTATATAAATGC

W5 A7456G ACGTTGGATGACCACACATTCGAAGAACCC ACGTTGGATGGGCTTGAAACCAGCTTTGGG CATAAAATCTAGACAAAAAAGGA
W5 A4316G ACGTTGGATGCTGATAAAAGAGTTACTTTG ACGTTGGATGGGGTTCGATTCTCATAGTCC GATAGAGTAAATAATAGGAGCTTA
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ANEXO 5

- Andlise da genotipagem de cada SNP nos controles positivos (1Del2, 2Del2 e 3Dell) e negativos (C15, C16 e C19), utilizando a Técnica de
Espectrometria de Massa iPLEX Gold-Sequenom. A localizacdo dos SNPs no cromossomo 13, os alelos identificados assim como, a drea dos picos de

amplifica¢do sdo mostrados na tabela abaixo.

SNP Crom.13 | Alleles | 1 Del2 | Area | 2Del2 | Area | 3Dell | Area C15 Area C16 Area C19 Area
s4272877 19656134 T/C T 348.72 T 301.25 T 168.44 T 198.43 T 340.52
C 177.13 C 188.54 C 273.26
4. 2, 24. 121.2 .
rs9315384 19682018 T/C C il < 20 < = € v < JhelfS
T 86.66 T 177.09 T 28.88
rs7981756 19688742
C 39.18 C 67.84 A 32.30 C 13.48 C 39.18 C 67.84
£s945366 19699844 G/A T 113.20 T 126.63 T 74.35 T 56.90
C 113.20 C 67.40 C 75.31 C 98.11
s945372 19713271 G/A T 187.23 T 91.51 T 110.42 T 87.51 T 82.00
C 132.23 C 87.17 C 79.84 C 83.71
159509119 19722043 G/A G 196.35 G 177.24 G 122.88 G 98.69 G 111.88
A 202.22 A 202.89 A 189.85
510492508 19727582 T/C G 34.44 G 44 44 G 11.33 G 25.74 G 26.54
A 32.47
57319601 19736219 G/A G 23.07 G 25.07 G 24.96 G 26.12 G 35.38
A 40.26 A 22.84 A 28.53
159652061 19744172 C/T C 167.58 C 141.21 C 97.51 C 173.22 C 145.21
T 182.68 T 146.68
rs9509128 19756775 G/C G SO G Sl G il
C 130.33 C 112.12 C 46.75
7327522 19769195 A/G G 147.91 G 101.46 G 78.80 G 96.95 G 62.95
A 140.07 A 68.55 A 26.89
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T - N A 189.23 A 203.06 A 217.09 A 145.78 A 149.13
G 216.22 G 117.41 G 137.13
rs 9550633 19784909 A/G G S G 44.32 G 45.32
A 60.00 A 71.94 A 43.79 A 33.35 A 34.31
rs 9578271 19790442 | C/T
C 38.27 C 52.53 C 28.85 C 29.44 C 35.74
rs 11147641 | 19795528 | C/T T 162.87 T 17221
C 180.75 C 137.04 C 181.44 C 117.23 C 216.14 C 151.45
2565032 | aosnsnasl S crn C 224.00 C 150.80 C 176.75 C 135.28 C 139.17
T 203.64 T 166.46 T 166.1 T 117.69
rs 9315492 19818058 G/A
G 31.70 G 50.97 G 34.54 G 34.97 G 38.23 G 19.04
rs 9550638 19824553 | C/T T o0 T 23.27
C 46.50 C 71.78 C 58.43 C 19.37 C 65.09
rs 9552152 19831535 | A/G
A 61.31 A 40.96 A 40.39 A 21.32 A 58.48 A 26.06
rs 944015 19837005 | G/A
C 207.04 C 199.37 C 101.40 C 131.24 C 168.44 C 102.98
(YA 19842343 | CYA C 236.64 C 256.86 C 231.00 C 239.23 C 231.01 C 208.45
rs 17081227 | 19848071 | A/T
A 256.29 A 168.47 A 127.65 A 121.02 A 196.02 A 126.85
rs 9509191 19853431 A/T A 38,44 No allele
T 34,77 T 23.46 T 25,7 T 25,28 | No allele
4331204 19860029 TIC C 319.67 C 310.25 C 258.40 C 264.92 C 331.14
T [327.65 T 182.18 T 169.29
rs 6650231 19870722 C/T No allele
C 134.68 C 143.83 C 80.09 C 77.92 C 104.00 | No allele
rs 9506487 19896937 | G/A G 141.77 G 14130 | G 78.33 G 108.59 G 108.40 G 38.84
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A 24.41
rs 4770027 | 19905342 | A/G A 27.19 A 55.03 A 53.85
G | 8065| G |8.74 G | 49.87 G 35.87 G 49.54
59552183 | 19913215 | C/T c | 206| c | 5335 | C | 1249 | Noallele C 2979
No allele T 17.63
<3936015 | 19928892 | /A G | 17997 G | 17296 G 218.62 G 80.59 G 172.33
T |152.89 T 119.82
rs 9315607 | 19939654 | T/A No allele No allele
A | 4672 | A | 4875 | A | 4573 | Noallele No allele A 13.01
rs 9506494 | 19945858 | T/C ¢ 29.92 C 31.65
T 15000 T |12042| T | 73.71 T 23.12 T 106.20 T 18.46
7321826 | 19951366 | TUA T | 5763 | T |11958| T | 6l6l I 47.18 I 82.66 T 24.95
0506498 | 19958833 | /T c 12525 c |1248 | c | 6740 45.08 C 91.08 C 3108
T 30.71 T 22.56
rs 9509249 | 19966045 | A/C C_| 1961 C 19.61 C 19.79
A | 4275 | A | 4295
rs 7335998 | 19971094 | G/C C 71.01
G |16657| G |14346| G |132.15 G 80.78 G 143.95 G 129.28
rs 2314232 | 19985335 | T/C C | war | € ] 0500 C 24.34 C 49.97 C 53.66
T | 871 | T |8.07| T | 7090 i 23.36 i 54.85
rs 9509266 | 19994681 | C/G C | 11350 C |24837 C 146.29
G [26955| G | 10621 G 281.12 G 135.45 G 234.86
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