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RESUMO

A perda auditiva € a mais comum das deficiéncias sensoriais da populagcdo em
geral. A surdez congénita ocorre em cerca de 1 em cada 1000 nascidos vivos, dos
quais aproximadamente 50% tém origem hereditaria nos paises desenvolvidos. A
perda auditiva n&o-sindrbmica pode ser causada por mutagcdes em genes
nucleares e genes mitocondriais (MtDNA). Muta¢gdes no mtDNA foram associadas
ao uso de aminoglicosidicos e a surdez nao-sindrébmica em muitas familias no
mundo todo. No entanto, o background genético do individuo influencia a
expressao fenotipica destas mutagdes patogénicas. Dessa forma, foi proposto que
0s genes nucleares modificadores modulam a manifestagao fenotipica da mutagao
mitocondrial A1555G no gene MTRNR1. Ambos os genes nucleares modificadores
TRMU e MTO1 codificam uma proteina mitocondrial altamente conservada, a qual
acredita-se estar envolvida na modificacdo do tRNA. Estudos propuseram que o
TRMU humano, assim como o gene nuclear MTO71 poderiam modular a
manifestacao fenotipica da surdez associada a mutagdes mitocondriais. O objetivo
deste trabalho foi elucidar a contribuicdo de mutagdes mitocondriais, de mutagdes
em genes nucleares modificadores e a exposicdo aos aminoglicosideos no
fendtipo da perda auditiva. Nossos achados sugerem que o background genético
dos individuos pode desempenhar um papel importante na patogénese da surdez

associada a mutagado mitocondrial e ao uso de aminoglicosideos.
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ABSTRACT

Hearing loss is the most prevalent sensorial deficit in the general population.
Congenital deafness occurs in about 1 in 1000 live births, of which approximately
50% has hereditary cause in development countries. Non-syndromic deafness can
be caused by mutations in both nuclear and mitochondrial genes. Mutations in
mtDNA have been associated with aminoglycoside-induced and non-syndromic
deafness in many families worldwide. However, the nuclear background influences
the phenotypic expression of these pathogenic mutations. Indeed, it has been
proposed that nuclear modifier genes modulate the phenotypic manifestation of the
mitochondrial A1555G mutation in the MTRNR1 gene. The both putative nuclear
modifiers genes TRMU and MTO1 encoding a highly conserved mitochondrial
related to tRNA modification. It has been hypothesizes that human TRMU and also
MTO1 nuclear genes may modulate the phenotypic manifestation of deafness-
associated mitochondrial mutations. The aim of this work was to elucidate the
contribution of mitochondrial mutations, nuclear modifier genes mutations and
aminoglycoside exposure in the deafness phenotype. Our findings suggest that the
genetic background of individuals may play an important role in the pathogenesis

of deafness-associated with mitochondrial mutation and aminoglycoside-induced.
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INTRODUGAO

1. Aspectos gerais da perda auditiva

A perda auditiva € um dos disturbios sensoriais humanos mais comuns e
pode se manifestar em qualquer faixa etaria podendo ocorrer devido a causas
genéticas ou adquiridas, neste caso, por fatores ambientais. Com relagdo a
localizagado do defeito, a surdez pode ser condutiva, quando afeta a orelha média
ou externa, sensorioneural (perceptiva ou neural), em que as anomalias estdo
situadas entre os receptores da orelha interna e as regides auditivas do cérebro,

ou ainda mista, quando envolvem ambos os defeitos (Figura 1).

Figura 1 — llustragdo da orelha externa, média e interna. (1): orelha externa; (2):
orelha média; (3): orelha interna. Modificado de
http://www.boystownhospital.org/Cochlear/Information/normal.asp

No Brasil, a prevaléncia da surdez é estimada em 2 a 7 a cada 1000

criangas, dependendo da regido, sendo a maioria dos casos devido a fatores

ambientais, assim como infecgbes congénitas (principalmente a rubéola),
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meningite, tocotraumatismo, complicagdes perinatais e uso de drogas ototoxicas
durante a gestacao (Russo, 2000). O estudo realizado em 2005 por De Nobrega e
colaboradores mostrou que dentre as principais etiologias da perda auditiva, a
rubéola foi a que apresentou a maior frequéncia. A predominancia acentuada dos
casos de etiologia ambiental é devido a nossa atengcdo materno-infantil ser

deficiente.

Em paises desenvolvidos, aproximadamente 1/1000 criangas apresentam
perda auditiva severa ou profunda ao nascimento ou na infancia, na fase pré-
lingual. Em cerca de 50% dos casos a etiologia da perda auditiva € hereditaria,
30% adquirida e 20% de etiologia idiopatica. As formas n&o-sindrébmicas séo
responsaveis por 70% dos casos de etiologia hereditaria e as sindrbmicas por
30% destes. Dentre as formas de heranca, a autossédmica recessiva € a mais
frequente (75%-85%), seguida pela dominante (12%-13%). A forma ligada ao X ou
mitocondrial €& responsavel por 2%-3% dos casos de perda auditiva nao-
sindrdmica (Bitner-Glindzicz, 2002; Van Laer et al., 2003).

A surdez nao-sindrémica é quase exclusivamente monogénica e altamente
heterogénea. A coéclea (Figura 2) € um dos 6rgdos mais complexos do ser
humano. Como responsavel pela audi¢ao, esta estrutura utiliza aproximadamente
16.000 células sensoriais ciliadas que dependem, para seu bom funcionamento,
entre outros eventos, da despolarizacdo da membrana celular, transducao
mecanoelétrica, liberacdo da transmissao e transporte de ions (Avrahan, 1997,
Van Camp et al., 1997), assim como da repolarizagdo da célula para que esta
esteja apta a receber novos estimulos. Esta repolarizagdo se da pela agdo das

proteinas conexinas (Cx).
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Figura 2 - Coclea, 6rgao da orelha interna responsavel pela audigao.
Modificado de http://www.science.psu.edu/alert/\WWalker6-
2007.htm

Um dos maiores empecilhos na localizagdo de genes envolvidos na perda
auditiva é a dificuldade de manuseio da céclea e das demais estruturas da orelha
interna. A construgao de um banco de cDNA de material coclear fetal possibilitou o
enderecamento de genes candidatos por uma abordagem tecido-especifica
(Robertson et al., 1994).

1.1. Ototoxicidade dos aminoglicosideos

Antibiéticos aminoglicosideos (Figura 3), tais como, gentamicina,
estreptomicina e tobramicina, sdo drogas importantes no combate a infecgdes por
bactérias gram-negativas aerdbias em infecgdes crbnicas, tais como aquelas
associadas a tuberculose e fibrose cistica. Esse tipo de antibittico atua ligando-se
ao gene, o qual codifica a subunidade menor do ribossomo, interferindo na sintese

de proteina bacteriana.
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16S rRNA

A1493

A1408

U1490

Figura 3 — Estrutura do aminoglicosideo ligado a subunidade 16S rRNA da

bactéria. Retirado de http://puglisi.stanford.edu/research.html

O uso de antibidticos aminoglicosideos leva a alteragbes nos sistemas
renais, auditivos e vestibulares, devido a concentragdo da droga nas células
tubulares renais e liquidos da orelha interna, como endolinfa e perilinfa. Os danos
renais geralmente sao reversiveis, mas os auditivos nao.

Os ribossomos mitocondriais s&o mais similares aos ribossomos
bacterianos do que aos ribossomos citosdlicos. Dessa forma, essa similaridade e
a alta concentragdo da droga nos fluidos da orelha interna podem explicar a
ototoxicidade dos aminoglicosideos. Por outro lado, a mutagcdo A1555G no gene
12S rRNA esta localizada em uma regido altamente conservada desse gene,
essencial para a codificagdo da subunidade menor do ribossomo, e importante na
atuacao do aminoglicosideo. A posigao 1555 em humanos equivale a 1491 do 16S
rRNA de E.coli e quando ocorre a mutagcado de A para G nessa posi¢cao, aumenta
ainda mais a semelhancga entre esses dois genes, o 12S rRNA humano e o 16S
rRNA bacteriano (Figura 4). Portanto, a mutagcdo A1555G é uma das alteragdes
que predispde a surdez nos individuos que fazem uso dos antibidticos

aminoglicosideos (Ballana et al., 2006).
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Figura 4 — A: Estrutura conformacional do sitio A do gene bacteriano 16S rRNA,;
B: Estrutura conformacional do sitio A do gene mitocondrial 12S
rRNA humano; C: Estrutura conformacional do sitio A do gene
mitocondrial 72S rRNA humano com a mutacdo A1555G. Observa-se
o aumento de similaridade entre A e C. Modificado de Kondo e
Westhof, 2008.

Por si sO, os aminoglicosideos ocasionam pequena, mas significante
reducdo nas emissdes otoacusticas de humanos. Observa-se diminuicdo das
emissdes otoacusticas transiente em pacientes submetidos a terapia com sulfato
de amicacina por mais de 12 dias. A administragido combinada de
aminoglicosideos e diuréticos de alga causa redugdo das EOAPDs (emissdes
otoacusticas por produto de distorcdo) em todos os niveis de estimulos em

respostas auditivas de animais (Lonsbury-Martin et al., 2000).
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2. Aspectos genéticos da perda auditiva

Aproximadamente 100 /oci relacionados a surdez nao-sindromica
foram mapeados por estudos de ligagdo. A nomenclatura desses loci DFNA,
DFNB e DFN é acompanhada por numeros que sao dados sequencialmente de

acordo com a ordem cronoldgica de descoberta (Cohen et al., 1995).

Acredita-se, portanto, que mais de 100 genes estejam envolvidos na

perda auditiva sensorioneural ndo-sindrémica (Sobe et al., 2000).

2.1. 0 gene GJB2

O gene GJB2 foi o primeiro a ser identificado como sendo responsavel pela
surdez sensorioneural ndo-sindrémica de padrao autossémico recessivo. Localiza-
se na regiao cromossbmica 13912 e também é responsavel por codificar a
proteina conexina 26 (Cx26). A partir de sua descoberta, muitos outros genes
envolvidos no fenétipo da surdez sensorioneural ndo-sindrémica foram clonados e

estao sendo estudados.

As conexinas sao uma familia de proteinas com quatro dominios
transmembranicos envolvidas na comunicagao intercelular (gap junctions), que
permitem a transferéncia direta de pequenas moléculas e ions entre células
adjacentes, e que sdo altamente expressas nos vertebrados, em camadas da
epiderme. A comunicagao é rapida e facilita a produgdo quase instantanea de
potenciais de acdo. Na céclea, as gap junctions existem entre as células suporte
das células ciliadas, formando um caminho para a reciclagem dos ions K+
(potassio) para fazer a transdugdo da audig¢ao, levando ao influxo endolinfatico
desses ions com despolarizagdo da membrana celular (Kikuchi et al., 1995;
Avrahan, 1997).
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Portanto, anomalias da conexina 26 interrompem este fluxo de ions K+,
levando a perda da audi¢ao (Kelsell et al., 1997). Um grupo composto por seis
moléculas de conexinas se agrupam para formar um hemicanal do conéxon, entao
dois conéxons se juntam e formam o canal intercelular, responsavel pela troca de
ions entre as células adjacentes (Figura 5). Desta forma, cria-se um acoplamento
elétrico e metabdlico entre as células (Alberts et al., 1998), o qual é crucial para a
homeostase dos tecidos, crescimento e diferenciagao celulares, e para a resposta
a estimulos (Willecke et al., 2002).

Mﬁ

Conexina Conexon Canal
Intercelular

Ju ngées Comunicantes

Me mbrana 1

Memhrana 2

Canal
Axial

Figura 5 — Canais intercelulares responsaveis pela comunicagao intercelular.
Modificado de
http://www.nature.com/nrm/journal/v4/n4/fig_tab/nrm1072_F1.html

Um hemicanal do conéxon pode ser formado por diferentes tipos de
conexinas e, quando isto ocorre ele € denominado heteromérico. Quando é
formado por apenas um tipo de conexina, chama-se homomérico. Além disso,
estes hemicanais que se unem para formar um canal podem ser idénticos entre si,
sendo chamados entdo de homotipicos, quando nao, sdo chamados de
heterotipicos (Di et al., 2001; Forge et al., 2002) (Figura 6).
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Figura 6 — Tipos de canais intercelulares, decorrentes da combinagéo de
diferentes preteinas conexinas. Modificado de
http://www.nature.com/ki/journal/v73/n5/fig_tab/5002720f1.html

Mutagcbes em genes que codificam as conexinas representam a principal
causa de perda auditiva de origem genética. Podem determinar a perda
apresentando um padrédo de heranca autossémica recessiva (GJB2 e GJB3),
autossdmica dominante (GJB2, GJB3 e GJB6) ou mesmo ligada ao cromossomo
X (GJBT). Além disso, mutagdes nestes genes sao responsaveis tanto por perda
auditiva exibindo formas sindrémicas (GJB2, queratodermia palmoplantar; GJBS3,
eritrodermia variabilis; GJB1, neuropatia periférica), quanto nao-sindrébmicas
(GJB2, GJB3 e GJB6) (Rabionet et al., 2000).

A surdez ndo-sindrébmica € o tipo de perda auditiva de origem genética mais
comum e tem sido predominantemente associada a mutagcdes no gene GJB2. Até
hoje, mais de 90 mutacdes no gene da conexina 26 vem sendo associadas a
surdez nao-sindrédmica, na qual metade dos casos sao congénitos (Martinez,
2009).
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As alteracbes ocorridas no sistema de comunicacao intercelular interferem
na reciclagem de potassio durante a transducéo auditiva, resultando em falta de
funcionamento das células ciliadas contidas na céclea. Os estereocilios (Figura 7)
estdo presentes na superficie dessas células ciliadas e projetam-se na cavidade
preenchida por um fluido chamado endolinfa, que é rica em potassio. Quando a
energia mecanica alcanga a orelha interna, os estereocilios se movimentam em
resposta a movimentagao da endolinfa e das membranas do 6rgéo espiral, ocorre
entdo a deflexdo dos estereocilios, que estdo em contato com essas membranas,
causando a abertura dos canais de transdugéo e enviando a energia elétrica para

o cérebro.

Figura 7 — Microscopia eletrénica de varredura da disposi¢ao dos
estereocilios na superficie das células cilidas. Modificado de

http://www.rborl.org.br/conteudo/acervo/print acervo.asp?id=2893
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Modificado de
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2.1.1. A mutacgao 35delG

Antigamente denominada 30delG, a mutagao 35delG é a delecdo de uma
das seis guaninas que se estendem da posi¢ao 30 a posigao 35 do gene GJB2.
Esta delecao leva a alteragdo no quadro de leitura de aminoacidos, provocando o
aparecimento de um cédon prematuro de terminacdo no cdédon 13 da proteina
(Denoyelle et al., 1997; Zelante et al., 1997). A mutagdo 35delG esta presente em
80% dos casos em que esse gene esta envolvido (Denoyelle et al.,1997; Zelante
et al., 1997; Estivill et al., 1998; Kelley et al., 1998).

Os primeiros estudos no Brasil mostraram que a frequéncia de
heterozigotos em uma amostra de recém-nascidos era de 0,97% (Sartorato et al.,
2000). Recentes estudos mostraram que entre 100 brasileiros caucasoides dois
eram heterozigotos, resultando na frequéncia de 2%; entre brasileiros negroéides, a
frequéncia foi de 1% , ndo sendo observada em brasileiros de origem asiatica
(Oliveira et al., 2004). A determinacdo da frequéncia de heterozigotos em
diferentes regides do pais € de extrema importancia para a avaliagao genético-

clinica.

2.2. Deleg6es envolvendo o gene GJB6 (conexina 30)

O gene GJB6 codifica a proteina conexina 30 e esta localizado no mesmo
I6cus do gene GJB2 (DFNB1), na regido cromossémica 13q12. As deleg¢des
A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854) resultam no gene GJB6 defectivo e no

consequente prejuizo na traducéo proteina conexina 30.

Em consequéncia da estimativa de que 10 a 40% dos casos mutagdes no
gene da conexina 26 sédo detectadas em apenas um dos alelos, o aconselhamento
genético dessas familias se tornava extremamente problematico. Entretanto,

recentemente parte deste problema foi esclarecido. Foram encontradas duas
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delecbes que se estendem a regido proximal desse gene indo até parte do gene
da conexina 30 (GJB6). Estas delecdes foram denominadas A(GJB6-D13S1830) e
A(GJB6-D1351854) e referem-se a perda de 342 Kb e 232 Kb respectivamente
(del Castillo et al., 2005). Esta delegdo, A(GJB6-D13S1830), ndo provoca
alteracdo no gene GJB2, mas resulta no gene GJB6 defectivo e parece ser
bastante frequente principalmente na populacdo da Espanha. Foram encontrados
também individuos homozigotos para a delegao, sendo ainda necessarios outros
estudos para se esclarecer se seria um padrdo complexo de herangca ou se

haveria a inativagao do gene GJB2 pela delegédo de elementos regulatérios.

No Brasil, estudo multicéntrico em colaboragdo com o grupo espanhol,
revelou que a A(GJB6-D13S1830) foi encontrada em 25,5% dos pacientes
heterozigotos para mutagbes no gene GJB2 e a A(GJB6-D13S51854) em 6,3%. A
porcentagem encontrada no Reino Unido foi de 22,2% e no norte da Italia, 1,9%.
Nao foi encontrada em heterozigotos da Franca, Bélgica, Israel, Palestina,
Estados Unidos e nem Australia. Esses dados comprovam a complexidade da
epidemiologia genética de perda auditiva ndo-sindrémica (del Castillo et al., 2003;
del Castillo et al., 2005).

Ainda sao necessarios estudos em outras populacbes para se saber a
frequéncia, origem e efeito da delecdo A(GJB6-D13S1830); entretanto, dados
preliminares apontam esta mutagcdo como sendo a segunda mais importante,

sendo a 35delG a primeira em importancia.

2.3. As mutagoes mitocondriais e a perda auditiva

O DNA mitocondrial (mtDNA) (Figura 9) apresenta 16.568pb,
correspondendo a 2% do DNA total. O DNA mitocondrial contém 37 genes

responsaveis por codificar 13 mRNAs (polipeptideos) envolvidos na fosforilagdo

oxidativa, 2 rRNAs e 22 tRNAs requeridos para a sintese de proteinas
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mitocondriais. O mtDNA ndo possui introns, somente pequena regidao nao

codificante e o padrao de heranga é materno (Kokotas et al., 2007).
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Figura 9 — Esquema mostrando o DNA mitocondrial. Modificado de

http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Code4.html

Estima-se que em até 2% dos casos de surdez nao-sindrébmica ocorra
heranga materna, portanto relacionada ao mtDNA. Os dados audioldgicos
mostram que nesses casos a surdez & sempre sensorioneural, normalmente
progressiva e bilateral em altas frequéncias, com evidente variabilidade na
gravidade dentro da mesma familia. Devido a inacessibilidade da orelha interna,
pouco se sabe sobre a fisiopatologia da surdez relacionada a mutagdes em genes
mitocondriais, mas todos os estudos obtidos até o momento mostram
degeneragao coclear (Guan et al., 2004).

Existem dois genes mitocondriais mais envolvidos nos casos surdez
sensorioneural nao-sindrémica. O gene MTRNR1, o qual codifica a subunidade
menor 72S rRNA do ribossomo e o gene MTTS1 codificando o tRNA para SerV“V.
Esses genes sao considerados regides hot spots (do inglés — pontos quentes; com

maior probabilidade para sofrer alteragbes) na mitocondria para a surdez (Prezant
et al., 1993).
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2.3.1. Mutagao mitocondrial A1555G

A mutacdo mitocondrial A1555G na subunidade 712SrRNA foi o primeiro
defeito molecular identificado como causa de surdez nao-sindrébmica. Essa
mutacao foi descrita em 1993 em uma grande familia arabe-israelita (Prezant et
al., 1993) e trata-se da troca de uma adenina por uma guanina na posi¢cao 1555 do
gene. Esta mutacéo tem sido reportada em muitas familias com heranga materna
de surdez sensorioneural ndo-sindrbmica e também em individuos que usaram

antibidticos aminoglicosideos.

A mutacao A1555G altera a estrutura secundaria da subunidade 72S rRNA,
tornando-a mais semelhante a molécula 716S rRNA da bactéria e aumentando a

susceptibilidade ao aminoglicosideo (Figura 10).
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Figura 10 — Localizagdo das mutagdes A1555G e C1494T. (A) Sitio A no gene
16S rRNA de E.coli; (B) Regido correspondente no gene 12S
rRNA em humanos; (C) Mutante A1555G; (D) Mutante C1494T.
Modificado de ZHAO et al., 2005.
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Antes se acreditava que, algumas mutagdes mitocondriais inicialmente
aparentavam nao ter significancia clinica incluindo a A1555G, sendo consideradas
simples polimorfismos pela baixa penetrancia observada no fenétipo. Entretanto,
observou-se que o background genético do individuo e a associagdo ao uso de
drogas ototdxicas poderiam predispor tais individuos a surdez. De fato, o uso de
medicamentos aminoglicosideos somado a mutagdes em genes mitocondriais com
eventual associacdo a genes moduladores nucleares estdo intimamente
relacionados a modulacdo da expressividade e penetrdncia da surdez em

humanos.

2.3.2. Mutagao mitocondrial C1494T

A mutacdo mitocondrial C1494T é a troca de uma citocina por uma timina
na posigao 1494 da subunidade 72S rRNA. Esta mutagao foi encontrada em uma
extensa familia Chinesa (Zhao et al, 2004) e em 3 familias espanholas
(Rodriguez-Ballesteros et al., 2006) com surdez n&o-sindrémica. A penetrancia foi
incompleta, porém mais alta quando os individuos tiveram exposicdo a
aminoglicosideos. Como a mutagdo C1494T fica na mesma regido codificadora da
subunidade 712S rRNA, ela é estruturalmente semelhante a mutagcao A1555G e

também parece ser modulada pelo uso de aminoglicosideos (Figura 8).

2.3.3. Mutagao mitocondrial A827G

A mutagdo A827G ¢é a troca de uma adenina por uma guanina na posig¢ao
827 do gene e esta localizada no sitio A da subunidade 72S rRNA do gene
mitocondrial. Esta mutacao foi descrita por Li et al. em 2005 e por Xing et al. em
2006. A ocorréncia da mutagao mitocondrial A827G nos chineses sugeriu que esta
mutacao esta envolvida com a perda auditiva. No entanto, também foi constatado

que a mutacdo A827G sozinha nao é suficiente para causar o fendtipo da surdez
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nos individuos, ja que houve apenas 43.5% de penetrancia nessas familias
chinesas (Xing et al., 2006). Dessa forma, a mutacdo A827G parece depender de
fatores modificadores para a expressao do fendétipo em questdo, assim como de

diferentes haplotipos, genes nucleares modificadores ou aminoglicosideos.
2.4. Genes nucleares moduladores

Recentemente, tem sido proposto um modelo de interagdo entre genes
nucleares e mitocondriais em levedura Saccharomyces cereviseae. Nessas
espécies, alelos mutantes dos genes nucleares MTO1, Mss1 e Mto2 que codificam
proteinas mitocondriais, manifestaram deficiéncia no fenétipo estudado quando
associados a mutagcdo mitocondrial C1409G no gene 716S rRNA (C1494T no gene
128 rRNA em humanos). Em E.coli o produto do gene mnmE, gidA e TRMU, cujos
homodlogos humanos sdo MSS1, MTO1 e MTOZ respectivamente, estao
envolvidos com a sintese no nucleosideo hipermodificado 5-metil-aminometil-2-tio-
uridina (mnm®s?U34). A modificacéo desse nucleotideo é observada no anti-cédon
dos tRNAs de glutamato, lisina e glutamina, tanto em humanos quanto em
bactérias, com a finalidade da estabilizacdo estrutural, aminoacetilacdo e
reconhecimento do codon correspondente na subunidade menor do RNA
ribossémico. O gene TRMU, por sua vez, € responsavel pela posterior 2-tiolizagao
do mnm’s?U34 dos tRNA"® tRNA®Y e tRNA®", em levedura, bactérias e
humanos. Experimentos demonstraram que o gene TRMU humano complementa
o fendtipo deficiente em leveduras mutantes mfo2 e carregando também a
mutacado C1409G no gene 16S rRNA (Guan et al., 2006; Brégeon et al., 2001).
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2.41. Gene TRMU

O gene nuclear TRMU tem sido estudado como modulador da gravidade da
perda auditiva. A mutacdo G28T em homozigose causa um defeito significante na
modificacdo 2-tio na posicdo de oscilagdo do tRNALys, tRNAGu e tRNAGIn
mitocondriais. A falha na modificacdo 2-tio resulta em uma grande proporgcédo de
tRNAs ndo modificados, deixando-os mais expostos a degradacdo e portanto,
levando a uma reducgao na taxa de tradugdo mitocondrial, embora nao o suficiente
para produzir um fenétipo clinico. Além disso, os niveis de equilibrio dos tRNALys,
tRNAGIu e tRNAGIn mitocondriais diminuem significantemente em células positivas
tanto para a mutacdo G28T quanto para mutagbes mitocondriais (A1555G,
C1494T e A827G), interferindo na tradugdao mitocondrial. Esta interferéncia faz
com que a taxa de producido de ATP necessaria para o funcionamento normal da

audicao diminua, podendo entédo causar surdez.

Correlacionando diversos experimentos com genes moduladores em
levedura e bactéria, pesquisadores observaram que o gene TRMU modula a
expressao do fenotipo das mutagdes A1555G e C1494T no gene 712S rRNA da
mitocdndria humana. A mutagado G28T no gene TRMU foi recentemente associada
a expressao fenotipica da surdez e mutagdes mitocondriais na subunidade 712S
rRNA. O gene TRMU codifica a 5-metilaminometil-2-tiouridilato-metiltransferase,
responsavel pela biossintese da 5-taurinometil-2-tiouridina (rm°®s?U) dos tRNAYS,
tRNA®Y e tRNA®™ mitocondriais (Figura 11). O t™m°s?U é posteriormente
modificado para mnm°s?U34 nas mesmas posi¢des dos tRNAs de E. coli e de
mitocondrias humanas. Esta modificacdo contribui para a alta fidelidade e
estabilizacdo funcional dos tRNAs. A mutacdo G28T em homozigose causa um
defeito significante na modificacdo 2-tio na posicdo de oscilagdo do tRNA“S,
tRNA®" e tRNA®" mitocondriais, resultando em tRNAs n3o modificados,
deixando-0os mais expostos a degradacédo e levando a uma redugdo na taxa de

tradugao mitocondrial, embora n&o o suficiente para produzir um fenétipo clinico.
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Figura 11 - Modificacdo do tRNA pelo gene TRMU. Modificado de

http://www.geocities.com/basnetdevi/fig.1.jpg

As mutacdes mitocondriais A1555G, C1494T e A827G estao localizadas no
sitio de codificagdo aminoacil-tRNA (sitio A) do ribossomo mitocondrial, onde a
interagdo cédon/anti-codon ocorre e justamente onde o aminoglicosideo interage.
Dessa forma, as mutacbes A1555G, C1494T e A827G provocam uma mudanca
conformacional do sitio A do 72S rRNA, tornando menos eficiente a interacao
nesse sitio dos tRNAs hipermodificados pelos genes TRMU e MTO1 (Figura 12)
(Guan et al., 2006).
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Figura 12 - Sintese de proteinas, mostrando os sitios de ligagdo no ribossomo dos
tRNA hipermodificados.

De forma resumida, alteragcbes em genes modificadores agravam as
disfungbes mitocondriais causadas por mutagcdes no gene 72S rRNA, havendo
portanto, uma relagdo sinérgica entre o0s genes mitocondriais, genes
modificadores nucleares e o uso de antibidticos aminoglicosideos no fenétipo da
surdez (Bykhovskaya et al., 2004; Yan et al., 2005).

2.4.2. Gene MTO1

O gene nuclear MTO1 esta localizado no cromossomo 6 e se expressa em
diversos tecidos, principalmente em tecidos com alta taxa de metabolismo, como
musculo esquelético, figado, coragao e céclea. Em leveduras, mutagdes no gene
MTO1 manifestam um fendtipo respiratério deficiente quando associadas a
mutacédo P(R)454 na subunidade 75S rRNA, que corresponde a mutagcao A1555G

em humanos. Isso sugere que o gene MTO71 como gene modificador pode
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influenciar a expresséao fenotipica da mutagdo A1555G. Este gene codifica uma
proteina que se acredita estar envolvida na modificacdo dos tRNAs mitocondriais,
desenvolvendo um importante papel na expressao fenotipica da perda auditiva
nao-sindrdmica e induzida por aminoglicosideos, associda a mutacdo A1555G.
Portanto, o estudo do gene nuclear MTO1 ajudara a entender o mecanismo de
patogenicidade da mutagdo A1555G na subunidade 712S rRNA do gene

mitocondrial.
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OBJETIVOS

1. Geral

Correlacionar alteracbes entre genes mitocondriais e genes nucleares

modificadores no fendtipo da surdez.

2 . Especificos

Analisar amostras de individuos com e sem comprovada perda auditiva
sensorioneural e com e sem histérico de uso de antibidticos aminoglicosideos

quanto a presenca das mutagdes nos seguintes genes:

Mutacao 35delG no gene GJBZ,

Alteragdes no gene GJB2Z;

Rastreamento de dele¢des envolvendo o gene GJBE6;
Pesquisa de mutacdes na subunidade ribossdmica 72S rRNA,;

Pesquisa da mutagdo G28T no gene nuclear modulador TRMU.

o gk w0~

Pesquisa de mutagbes no gene nuclear modulador MTO1.
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CAsuisTIiCA E METODOS
A — Casuistica
De acordo com as normas regulamentadoras de pesquisa em seres
humanos, resolugdo 196/96 do Ministério da Saude, o projeto referente ao
presente estudo foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (Anexo 1).

Foram estudados 85 individuos, 75 desses provenientes da Maternidade-
Escola Assis Chateaubriand (MEAC) — maternidade publica da Universidade
Federal do Ceara (Grupos A, B e C) e 10 do Departamento de Otorrinolaringologia
do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
(Grupo D).

Os recém-nascidos de alto risco foram selecionados de acordo com os critérios de
inclusdo elaborados pelo Comité Brasileiro de Perdas Auditivas na Infancia —
CBPAI (Anexo 2).

Os individuos foram divididos em 4 grupos:
GRUPO A - 25 recém-nascidos de alto risco (recém-nascidos que ficaram na UTI
e fizeram uso de antibidticos aminoglicosideos) que tiveram diagnostico
audioldgico de surdez sensorioneural ndo-sindrébmica (MEAC);

GRUPOQO B - 25 recém-nascidos de alto risco com audi¢do normal (MEAC);

GRUPO C - 25 pacientes nascidos a termo (nascidos de 9 meses e que nao

fizeram uso de antibidticos aminoglicosideos) , com perda auditiva (MEAC);
GRUPO D - 10 individuos adultos com perda auditiva previamente diagnosticados

com a mutagao mitocondrial A1555G (HC-UNICAMP) e que nao fizeram uso de

antibidticos aminoglicosideos.
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B — Métodos

1. Extragao do DNA genémico de sangue periférico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir de leucocitos obtidos em
10 a 15mL de sangue periférico coletado em tubos Vacutainer contendo EDTA
10%, de acordo com o protocolo adaptado pelo Laboratério de Genética Molecular
Humana do CBMEG — UNICAMP.

2. Detecgao da mutacgao 35delG no gene GJB2

A partir do DNA extraido dos pacientes, a mutacao 35delG foi analisada
pela técnica de AS-PCR (allele specific polymerase chain reaction - reagado em
cadeia da polimerase alelo especifica) desenvolvida pelo Laboratério de Genética
Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da UNICAMP.
3. Rastreamento de mutagdes no gene GJB2

O gene GJB2 é amplificado pela técnica de PCR. Para esta reagédo foram
usados primers, cujas sequéncias se encontram na Tabela 1. O exon codificante

deste gene (745pb) foi dividido em duas partes (332pb e 547pb, respectivamente).

Tabela 1 — Sequéncias de primers para a amplificagdo do gene GJB2.

PAR PRIMERS 5 — 3’ TAMANHO (pb)
1 | Cx261F —CTC CCT gTT CTg TCC TAg C 332
Cx261R — gAC ACg AAg ATC AgC TgC
2 | Cx262F —gCT ACg ATC ACT ACT TCC C 547
Cx262R — ggT TgC CTC ATC CCT C
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A amplificagcado do gene GJBZ consistiu de 30 ciclos usando 200 a 500ng de
DNA gendmico, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 20pmol de cada primer (direto e reverso), 2,5U de enzima Taq DNA
polimerase em tampao de PCR 10X (Tris-HCI 10mM pH 8,8) e 1,5mM de MgClz,

em um volume final de reagédo de 50pL.

Para a amplificacdo dos fragmentos foram utilizados os ciclos de
amplificacao determinados segundo kelsell et al. (1997) e Denoyelle et al. (1997) e

também de acordo com a Tm de cada primer utilizado como mostra a Figura 13.

30 ciclos
94°C 94°C
5 min 1 min 72°C 72°C
1 min 5 min
60°C
1 min

Figura 13 — Condigbes utilizadas para a amplificagdo do gene GJB2.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampéo Tris-Borato-EDTA, ou TBE 1X. O gel foi posteriormente
corado com brometo de etideo e os fragmentos amplificados foram visualizados
sob iluminagado ultravioleta e fotografados. Para detecgdo das mutacbes foi

realizada a reacao de sequenciamento diretamente do produto de PCR.
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4. Deteccao das delegoes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854)

A estratégia para analise destas delegbes foi previamente descrita por del
Castillo e colaboradores (2005) que desenvolveram um teste diagnostico
envolvendo as duas dele¢gbes na mesma PCR (PCR Multiplex). O gene GJB6

possui um unico exon codificante de 786pb.

E utilizado um Unico teste para amplificar os segmentos que contém a
jungdo do ponto de quebra de cada uma das delegbes A(GJB6-D13S1830) e
A(GJB6-D1351854), assim como o segmento contendo o éxon 1 do gene GJB6,
que € usado como controle para avaliar a eficiéncia da PCR e distinguir
heterozigotos de homozigotos para qualquer das duas delegdes. Um conjunto de
trés pares de primers descritos por Del Castillo e colaboradores (2005) amplificam
trés fragmentos diferentes: 333pb referente ao exon 1 do gene, 460pb e 564pb
relacionados as delegbes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S51854),

respectivamente.
5. Rastreamento de mutagdes em genes mitocondriais
5.1. Mutagao A1555G no gene 712S rRNA
A regidao do DNA mitocondrial que contém o nucleotideo 1555 foi

amplificada para todos os pacientes. Os primers usados para produzir estas duas

amplificacées sao mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Sequéncia de primers para a amplificacdo da regido do gene 7128
rRNA.

Nome Posicao* Primers (5’'—>3’)
MITF | 1039 a 1058 | ATATCT GAA CAC ACA ATAGC
MITR | 3099 a 3080 AAA CCG CCT GGATTACTC

* Os numeros relacionados a posi¢cao dos nucleotideos estdo de acordo
com a publicagcdo de Cambridge sobre a sequéncia mitocondrial (Anderson et al.,
1981).

A reagdo de amplificacdo foi realizada utilizando-se 500ng de DNA
gendmico, 5uL de solugdo contendo desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 2uL de cada primer (direto e inverso) na concentragao de 0,1ug/ul; 0,5uL
de Tag DNA polimerase (5U/uL); 5uL de tampéo de PCR 10X (Tris-HCI 10mM pH
8,8) e 1,5ul de MgCl, (50mM), em um volume final de 50pl.

O produto amplificado de 2060 pb foi, entdo, digerido com a enzima de

restricdo BsmA |, a 55°C por 2 horas, da seguinte forma:

17,5ul de produto de PCR
2,0ul de tampéo da enzima

0,5ul da enzima BsmA | (5000U/ul)

Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampéao TBE 1x. A sequéncia normal apresenta as bandas dos
fragmentos de 1100, 516 e 444pb, ao passo que na mutante perde-se um sitio de
BsmA | apresentando fragmentos de 1616 e 444pb. O gel foi corado com brometo
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de etidio na concentragdo final de 0,5g/mL e os fragmentos amplificados

visualizados sob iluminagao ultravioleta.

5.2. Mutacao C1494T no gene 712S rRNA

Foi amplificado um fragmento de mtDNA de 441pb utilizando-se as

sequéncias de primers, apresentadas na tabela 3.

Tabela 3 — Sequéncia de primers utilizadas para amplificagdo da regido do gene
12S rRNA.

Nome Primers (5°'—>3’)

C1494TF | GTC GAAGGT GGATTT AGC AGT
C1494T R | CAG AAG GTATAG GGG TTA GTC

A reagdao de amplificacdo foi realizada utilizando-se 500ng de DNA
gendmico, 5uL de solugdo contendo desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 2uL de cada primer (direto e inverso) na concentragédo de 0,1ug/uL; 0,5uL
de Tag DNA polimerase (5U/uL); 5uL de tampéo de PCR 10X (Tris-HCI 10mM pH
8,8) e 1,5uL de MgCl, (50mM), em um volume final de 50uL.

O produto amplificado foi digerido posteriormente com a enzima de

restricdo Hph |, a 37° C por 2 horas, da seguinte forma:

17,5uL de produto de PCR
2,0uL de tampao da enzima

0,5uL da enzima Hph | (5000U/ul)
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Os produtos da digestao foram entdo submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao TBE 1x. A sequéncia normal apresentou os fragmentos
de 370pb e 71pb, ao passo que na sequéncia mutante ha a perda de um sitio de
Hph |, apresentando apenas o fragmento de 441pb. O gel foi corado com brometo
de etidio na concentragdo final de 0,5g/mL e os fragmentos amplificados

visualizados sob iluminagao ultravioleta.

5.3. Mutacao A827G no gene 712S rRNA

A regiao do DNA mitocondrial que contém o nucleotideo 827 foi amplificada

para todos os pacientes. A mutacdo A827G foi rastreada por sequenciamento

direto.

6. Analise de genes moduladores

6.1. Mutacao G28T no gene modulador TRMU

Realizou-se a reagao para a amplificacdo de 467pb do gene TRMU. O

produto amplificado foi, entdo, digerido com a enzima de restricado Bsp1286l.

6.2. Analise do gene MITO1

O gene MTO1 foi analisado por meio de rastreamentos pela técnica de
DHPLC (DHPLC, do inglés Denaturing High-Performance Liquid Chromatography;

cromatografia liquida desnaturante de alta performance) seguido por

sequenciamento automatico.
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6.2.1. Rastreamento de muta¢ées por DHPLC

Foram amplificadas pela técnica de PCR as regides codificantes do gene
MTO1 e seus produtos foram submetidos a triagem de mutagdes. A triagem foi
realizada por cromatografia liquida desnaturante de alta performance que esta
baseada no pareamento de ions em fase reversa sob condi¢des desnaturantes
usando como principio: a) formagao de heteroduplexes através da hibridagdo apos
o aquecimento e esfriamento dos produtos da PCR; b) separagdo dos

heteroduplexes e homoduplexes sob condi¢cdes parciais de desnaturacao.

A anadlise foi realizada em um sistema DNA WAVE 4500A (Transgenomic,
Santa Clara, CA) como descrito a seguir: a PCR para cada amplicon foi realizada
em volume final de 20uL contendo 5uM de cada primer especifico, 200uM de cada
dNTP, 0,5U de Tag DNA polimerase, 1 X tampao, 1.5 mM MgCl, e 50ng de DNA.
A qualidade do produto da PCR foi observada em gel de agarose antes da analise
por DHPLC. Os produtos de PCR foram entdo desnaturados a 95°C por 5 minutos
seguidos por re-anelamento gradual em temperatura ambiente durante 45

minutos, permitindo a formagao de heteroduplexes dos produtos de PCR.

Apos essa etapa, 5 pL dos produtos foram colocados em coluna DNASep®
com taxa e fluxo de 0.9mL/min e com temperaturas adequadas para cada
fragmento de PCR de acordo com as recomendagdes do programa Wavemaker™.
A composicdo dos tampdes usados foi: Tampado A — 0.1M acetato trietilamonio

(TEAA) e Tampéao B - 0.1M 25% acetonitrila em TEAA. A analise foi conduzida por
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inspecao visual de cada perfil cromatografico e comparado com controles normais.
Os amplicons que apresentaram um padrdo cromatografico diferente daquele

apresentado pelo controle foram sequenciados em sequenciador automatico.

7. Seqlienciamento
7.1. Purificagao dos produtos de PCR

Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados utilizando-se o Kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega). Ap6s a purificagdo, as
amostras sao quantificadas usando o marcador de peso molecular Low Mass DNA

Ladder (GIBCO) para posterior sequienciamento.

7.2. Reacgao de sequenciamento automatico para produto de PCR

As reagdes de sequenciamento foram realizadas no seqlienciador
automatico ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer, utilizando-se o BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Kit V3.0 Ready Reaction (ABlI PRISM/PE

Biosystems) e, constituiram-se de:

40-80ng de DNA
2uL do mix BigDye
1uL do primer direto ou reverso (5pmol/uL)

H20 deionizada para completar 10uL
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A reacdo de sequenciamento consistiu de 30 ciclos nas condi¢des

especificadas na Figura 14.

30 ciclos
96°C 96°C
1 min 10seg 60°C 72°C
4 min 5 min
57°C
05 seg

Figura 14 — Ciclos utilizados no sequenciamento do gene GJB2.

As reagdes de seqlenciamento prontas foram purificadas e

liofilizadas de acordo com as seguintes etapas:

- adicionaram-se 80uL de etanol 80%;

- centrifugou-se por 45 minutos a 3.700 rpm;
- descartou-se o etanol em papel absorvente;
- adicionaram-se 150uL de etanol 70%;

- centrifugou-se por 10 minutos a 3.700 rpm;
- descartou-se o etanol da mesma forma;

- centrifugou-se rapidamente com a placa invertida
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As reagdes foram mantidas a temperatura ambiente até o momento
da colocagédo da placa no ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer. Antes da

colocagao da placa no sequenciador, as seguintes etapas foram seguidas:

- adicionaram-se 10uL de formamida;

- a placa foi homogeneizadae em seguida centrifugada rapidamente;
- desnaturou-se a amostra (5 minutos a 95°C)

- em seguida a amostra foi colocada por 10 minutos no gelo;

- colocou-se a placa no sequenciador

7.3. Analise das sequéncias obtidas

As sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com a sequéncia

normal com o auxilio dos softwares Chromas Lite 2.01 e CLC Sequence Viewer
5.0.1.
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RESULTADOS

Foram estudados 85 pacientes, os quais foram divididos em 4 grupos, como
consta na casuistica. As tabelas a seguir apresentam um resumo dos resultados

obtidos nos diferentes grupos estudados:
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Tabela 4 - Grupo A — Recém-nascidos de alto-risco, com perda auditiva.

RESULTADOS

Individuo | Idade Sexo Tl DO Tipo de perda auditiva GJB2 GJB6 Mutagdes mitocondriais TRMU | MTO1
(m) Orelha direita Orelha esquerda 35delG outros Del 1 Del2 | A1555G C1494T A827G G28T
1 4 Masc 32 + severa(80dBNA) severa(80dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
2 20 Masc 12 + profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) N/N V37I/IN N/N | N/N N N N N/N NR
3 4 Fem 93 + moderada(60dBNA) moderada(60dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
4 22 Masc 22 + moderada(50dBNA) moderada(50dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
5 15 Masc 66 + severa(70dBNA) severa(75dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/M NR
6 4 Masc 10 + severa(80dBNA) severa(80dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
7 3 Masc 60 + severa(80dBNA) severa(80dBNA) N/N N/N N/N N/N N N M N/M N/N
8 6 Masc 28 + leve(40dBNA) leve(40dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
9 4 Fem 23 + moderada(65dBNA) profunda(95dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
10 8 Fem 50 + moderada(50dBNA) moderada(50dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
11 6 Masc 50 + moderada(60dBNA) moderada(60dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
12 4 Masc 21 + profunda(95dBNA) severa(70dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
13 4 Masc 15 + profunda(100dBNA) severa(80dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
14 6 Masc 24 + profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
15 3 Masc 59 + moderada(65dBNA) severa(75dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
16 7 Fem 65 + moderada(55dBNA) moderada(60dBNA) N/N | V271/V271 | N/N | N/N N N N N/N NR
17 15 Fem 58 + leve(30dBNA) leve(30dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
18 2 Masc 16 + severa(85dBNA) severa(80dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
19 6 Fem 47 + profunda(>100dBNA) profunda(>100dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/M NR
20 4 Masc 104 + leve(35dBNA) leve(30dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N M N/N N/N
21 3 Masc 75 + moderada(50dBNA) moderada(50dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
22 2 Fem 29 + moderada(60dBNA) moderada(60dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
23 20 Masc 32 + profunda(95dBNA) profunda(100dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
24 7 Fem 51 + severa(70dBNA) severa(75dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR
25 15 Masc 19 + profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) N/N N/N N/N | N/N N N N N/N NR

(m) meses; Masc = masculino; Fem = feminino; Tl = tempo internacdo em UTI neonatal (dias); DO = drogas ototoxicas;

dBNA = decibel nivel de audigéo; Del = delegao; (+) positivo; (-) negativo; NR = nao realizado; N = Normal; M = Mutante;

N/M = Heterozigoto; N/N = Homozigoto normal; V371/N = Heterozigoto para V371; V271/\V271 = Homozigoto para V27I.
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Tabela 5 - Grupo B — Recém-nascidos de alto-risco, sem perda auditiva.

Individuo Idade Sexo Tl DO Audigéo - orelhas GJB2 GJB6 Mutagdes mitocondriais TRMU | MTO1
(m) direita esquerda | 35delG outros Del1 Del2 | A1555G C1494T A827G G28T
1 1 Masc 25 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
2 5 Masc 23 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
) 14 Masc 46 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
4 4 Fem 7 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
5 14 Fem 24 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
6 4 Fem 80 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
7 3 Madc 17 + N N N/N N/N N/N N/N N N M N/N 1392M
8 8 Masc 8 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
O 1 Fem 7 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
10 7 Masc 13 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
11 4 Masc 18 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
12 2 Masc 20 + N N N/N V27I/N N/N N/N N N N N/N NR
13 3 Masc 30 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
14 6 Fem 42 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
15 2 Masc 28 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
16 2 Masc 20 + N N N/N V27I/N N/N N/N N N N N/N NR
17 1 Masc 30 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
18 3 Masc 59 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
19 1 Masc 7 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
20 1 Fem 8 + N N N/N N/N N/N N/N N N M N/N N/N
21 2 Fem 5 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
22 2 Fem 18 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
23 2 Masc 21 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
24 2 Masc 32 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
25 2 Masc 20 + N N N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR

(m) meses; Masc = masculino; Fem = feminino; Tl = tempo internacdo em UTI neonatal (dias); DO = drogas ototoxicas;
dBNA = decibel nivel de audigéo; Del = delegao; (+) positivo; (-) negativo; NR = nao realizado; N/M = Heterozigoto;
N/N = Homozigoto normal; V271/N = Heterozigoto para V271; N = Normal; M = Mutante;

1392M = mutagao C/G no exon 06 com troca do aminoacido Isoleucina para Metionina.



Tabela 6 - Grupo C - Pacientes nascidos a termo, com perda auditiva.

Individuo Idade Sexo TI DO Tipo de perda auditiva GJB2 GJB6 Mutagdes mitocondriais TRMU MTO1
(m) Orelha direita Orelha esquerda 35delG outros Del 1 Del2 | A1555G C1494T  A827G G28T

1 19 Masc 0 = moderada(60dBNA) | moderada(60dBNA) N/N V27IIN N/N N/N N N N N/N NR

2 32 Fem 0 - profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) N/N N/N N/N N/N N N M N/N N/N
3 20 Masc 0 - profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) N/N N/N N/N N/N N N M N/N N/N
4 38 Fem 0 - profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR

5 31 Masc 0 - profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR

6 37 Fem 0 - profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) M/M N/N N/N N/N N N N N/N NR

7 44 Masc 0 - profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) M/M N/N N/N N/N N N N N/N NR

8 16 Masc 0 - profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR

9 23 Masc 0 - profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
10 9 Masc 0 - profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) N/N N/N N/N N/N N N M N/N IVS 11-7 T>G
11 42 Masc 0 - severa(85dBNA) severa(85dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
12 42 Fem 0 - severa(90dBNA) severa(90dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
13 29 Masc 0 - profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) M/M N/N N/N N/N N N N N/N NR
14 42 Masc 0 - moderada(60dBNA) | profunda(95dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
15 23 Fem 0 - profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
16 32 Masc 0 - profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) N/N N/N N/N N/N N N M N/N N/N
17 38 Fem 0 - severa(85dBNA) severa(85dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
18 15 Masc 0 - severa(85dBNA) severa(85dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
19 18 Fem 0 - profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) N/N N/N N/N N/N N N M N/M rs4509087 exon 07
20 38 Masc 0 - profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
21 44 Masc 0 = moderada(65dBNA) | moderada(65dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
22 £y Masc 0 = profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) M/M N/N N/N N/N N N N N/N NR
23 41 Masc 0 - profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR
24 26 Fem 0 - profunda(95dBNA) profunda(95dBNA) M/M N/N N/N N/N N N N N/N NR
25 30 Fem 0 - profunda(100dBN profunda(100dBN N/N N/N N/N N/N N N N N/N NR

(m) meses; Masc = masculino; Fem = feminino; Tl = tempo internacdo em UTI neonatal (dias); DO = drogas ototoxicas;
dBNA = decibel nivel de audigéo; Del = delegao; (+) positivo; (-) negativo; NR = nado realizado; N/N

M/M = Homozigoto mutante; N/M = Heterozigoto; V27I/N = Heterozigoto para V271; N = Normal; M

= Mutante;

IVS 11-7 T>G = mudanca da base T para base G no intron 11; rs4509087 exon 07 = SNP T/C no exon 07.

= Homozigoto normal;
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Tabela 7 - Grupo D - Individuos adultos com surdez e positivos para mutacdao A1555G.

Individuo Idade Sexo TI | DO Tipo de perda auditiva GJB2 GJB6 Mutagdes mitocondriais TRMU MTO1
(anos) Orelha direita Orelha esquerda 35delG outros | Del 1 Del 2 G28T
A1555G C1494T A827G
1 0 - N/N N/N N/N N/N M N N N/N rs4509087 exon 07 e
25 Fem profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) rs7766570 intron 05
2 30 Fem 0 - profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) N/N N/N N/N N/N M N N N/N rs7766570 intron 05
3 12 Masc 0 - profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) N/N N/N N/N N/N M N N N/N rs7766570 intron 05
4 0 - N/N N/N N/N N/N M N M N/M rs4509087 exon 07 e IVS
5 Fem profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) 11-7 T>G
5 10 Fem 0 - profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) N/N N/N N/N N/N M N N N/N rs4509087 exon 07
6 26 Masc 0 - profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) N/N N/N N/N N/N M N N N/N rs7766570 intron 05
7 45 Fem 0 - profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) N/N N/N N/N N/N M N N N/N N/N
8 21 Fem 0 - profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) N/N N/N N/N N/N M N N N/N N/N
9 0 - N/N N/N N/N N/N M N N N/N rs4509087 exon 07,
rs7766570 intron 05 e
38 Fem profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) IVS 11-7 T>G
10 0 - N/N N/N N/N N/N M N N N/N rs4509087 exon 07 e
35 Fem profunda(100dBNA) | profunda(100dBNA) rs7766570 intron 05

(m) meses; Masc = masculino; Fem = feminino; Tl = tempo internagdo em UTI neonatal (dias); DO = drogas ototdxicas;

dBNA = decibel nivel de audigéo; Del = dele¢ao; (+) positivo; (-) negativo; NR = nao realizado; N/N = Homozigoto normal;
N/M = Heterozigoto; N = Normal; M = Mutante; rs4509087 exon 07 = SNP T/C no exon 07;

rs7766570 intron 05 = SNP G/A no intron 05; IVS 11-7 T>G = mudancga da base T para base G no intron 11.
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Alteracoes estudadas:

A fim de se estudar genes nucleares moduladores e sua associagao a
mutagdes mitocondriais, inicialmente foi realizado o rastreamento dos genes
GJB2 e GJB6, os quais representam as principais causas de surdez de origem

genética.

1. Mutacgao 35delG no gene GJB2

Inicialmente, os individuos foram analisados quanto a presenca da mutacao
35delG no gene GJB2, pela técnica de PCR alelo-especifico (AS-PCR). A
mutacao 35delG foi detectada em 5 individuos do GRUPO C (individuos 06, 07,
13, 22 e 24) em homozigose (Figura 15).

Reacao Mutante
—— Banda Controle 360pb

— Banda Mutante 202pb

Reacao Normal
— Banda Controle 360pb
—* Banda Normal 202pb

A B1 2 3 45

Figura 15 - Gel de agarose 1,5% mostrando os padrdes de banda Controle,
Mutante e Normal para a mutagao 35delG em 5 individuos. A:
Controle Homozigoto mutante. B: Controle Heterozigoto. 1 e 2:
individuos com a mutagdo 35delG em homozigose. 3, 4 e 5:

individuos homozigotos normais.
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2. Deteccgao das delegoes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854)

Foram rastreados, quanto a presenga das delegdes envolvendo o gene
GJB6, todos os pacientes com surdez sensorioneural ndo-sindrémica. Porém, nao
foram encontradas as delegdes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854) em
nenhuma das amostras estudadas. A figura 16 abaixo ilustra os resultados obtidos

por meio da PCR Multiplex utilizada para detecg¢ao das delegdes.

L1 2345

— 564 pb

460 pb
— 333 pb

Figura 16 - Resultado da técnica de PCR para deteccao das dele¢des A(GJB6-
D13S1830) e A(GJB6-D13S1854). (L) marcador ladder 100pb Gibco
BRL®; (1) individuo normal; (2) A(GJB6-D13S1830)/N; (3) A(GJB6-
D13S1830)/A(GJB6-D13S1830); (4) e (5) A(GJB6-D13S1854)/N.
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3. Rastreamento de Muta¢oes no Gene GJB2

O sequenciamento completo do gene GJB2 foi realizado em todos os
individuos, para que se fossem excluidas as principais mutagées como causa da
surdez (Figura 17).

Observou-se no gene GJB2 o polimorfismo V271 em 1 individuo do GRUPO
A, em 2 do GRUPO B e em 1 individuo do GRUPO C. Foi detectada também a
mutacao V371 em 1 paciente do GRUPO A. Nenhuma mutagao no gene GJB?2 foi
detectada nos pacientes do GRUPO D.

L 1 2
--"'"' -—
! -aia
- —

-

Figura 17 - Gel de agarose mostrando os dois fragmentos do gene GJB2
amplificados pela técnica de PCR. (L) Ladder de 1KB GIBCO
BRL®; (1) fragmento de 332 pb; (2) fragmento de 547 pb.

93



3.1. Polimorfismo V271

No individuo 16 do GRUPO A foi detectado polimorfismo V27| em
homozigose. Ja nos individuos 12 e 16 do GRUPO B e no individuo 1 do GRUPO
C este polimorfismo foi encontrado em heterozigose. O polimorfismo V271 trata-se
da substituicdo do aminoacido valina por isoleucina no cédon 27. Esta mutacgao é
considerada um polimorfismo neutro e estda situada no primeiro dominio
transmembranico da proteina. A variagdo da base G para a base A na posi¢ao 27
do gene GJB2 foi previamente descrita por Kelley e colaboradores em 1998. A
figura 18 mostra o resultado obtido para o paciente 16. Estudos populacionais
indicam que nao ha correlagao entre a alteragdo V271 e a perda auditiva, uma vez
que esta é observada na populagdo normal. Em japoneses observa-se uma

freqliéncia extremamente alta desse polimorfismo (Abe et al., 2000).

GGRAAAG ATCTGE G CTCARAC CHTCCTCT T TCARATTTT

l

Figura 18 — Eletroferograma demonstrando um individuo heterozigoto parao

polimorfismo V271.
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3.2. Mutagao V371

A mutacdo V37! foi detectada apenas no individuo 2 do GRUPO A em
heterozigose. Esta mutagao trata-se de uma transicdo na posigdo 109, G —» A
levando a substituicdo do aminoacido valina para isoleucina no cédon 37 (Figura
19). Ela ocorre no primeiro dominio transmembranico da conexina 26. Esta

mutacgao foi descrita previamente por Kelley et al., em 1998.

Inicialmente essa mutacdo foi considerada um polimorfismo sem efeito
patogénico, uma vez que havia sido encontrada em heterozigose em um individuo
controle ndo portador de perda auditiva. Porém, a conservacao de valina nesta
posicdo entre diferentes conexinas e a identificagcdo de dois irmaos com perda
auditiva com gendtipo V371/V95M, assim como de um individuo surdo homozigoto
para a mutacdo V37| sugere que esta substituicdo seja critica (Rabionet et al,
2000). Entretanto, como a mutagao foi encontrada em heterozigose, ainda néo &
possivel confirmar se essa alteracao esta relacionada com a perda auditiva nesse
individuo, uma vez que, 10 a 40% dos individuos com surdez podem apresentar

mutagcdes monoalélicas no gene GJB2.

TTTTCG CRARTTRTGE ATCCTCATTGETGE G CTEG

AP

Figura 19 — Eletroferograma mostrando a mutagao V371 no individuo 2 do grupo B.
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4. Rastreamento de mutagdes mitocondriais

4.1. Mutagao Mitocondrial A1555G

Todos os grupos foram rastreados quanto a presengca da mutagao A1555G
na subunidade 72S rRNA. Nenhum individuo foi positivo para essa mutagcdo. O
GRUPO D constitui-se de pacientes portadores da mutagcdo A1555G, os quais

foram previamente analisados.

A analise dessa mutacdo foi realizada por analise de restricdo. Os
fragmentos de 1100, 516 e 444pb representam a sequéncia normal, ao passo no
individuo mutante a alteragao abole um sitio de BsmA | apresentando somente os
fragmentos de 1616 e 444pb. A Figura 20 mostra os resultados positivo e negativo

para a mutacdo A1555G.

| m—
.
—

Figura 20 — Resultado da digestdo dos fragmentos contento a regiao A1555G no
gene 12S rRNA com a enzima Bsma |. (1) Fragmento sem digerir; (2)
Individuo portador da mutagdo A1555G; (3) Individuo. normal L: Ladder

marcador 1Kb Plus.
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4.2. Mutacao Mitocondrial C1494T no gene 72S rRNA

Para o rastreamento da mutagcao C1494T foi amplificado um fragmento de

441 pb do gene, pela técnica de PCR seguida por analise de restricao.

Quando a mutacdo C1494T esta presente, ha a perda do sitio de restricao de
Hph 1 e o fragmento de 441 pb ndo é digerido. Na auséncia da mutagcdo o
fragmento de 441 pb é cortado em 2 fragmentos: 370 pb e 71 pb (Figura 21).

Nenhum individuo foi encontrado com esta mutagao neste estudo.

L1Kb

Figura 21 - Fragmentos da digestdo da subunidade 72S rRNA com a enzima Hph
I, em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. (A) ladder
de 1KB GIBCO BRL®; (1) - fragmento digerido (pacientes sem a
mutacao C1494T). (2) — fragmento digerido. Paciente controle positivo

para a mutagcdo C1494T.
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4.3. Mutagao Mitocondrial A827G no gene 72S rRNA

Todos os grupos foram rastreados quanto a presenga da mutagdo A827G
no gene 12S rRNA.

Dos 85 individuos estudados, 10 apresentaram a mutagdo A827G na
subunidade 712S rRNA em homoplasmia. Desses casos, 2 sdo do GRUPO A
(pacientes 07 e 20), sendo que o individuo 07 apresenta também a mutagdo G28T
no gene nuclear TRMU em heterozigose. No GRUPO B, a mutagao A827G foi
encontrada em 2 individuos, pacientes 07 e 20. No GRUPO C, 5 individuos
apresentam a mutagao A827G, 02, 03, 10, 16 e 19, sendo este ultimo também
positivo para a mutagdo G28T em heterozigose. E, por fim, no GRUPO D, apenas
o individuo 04 é positivo para esta mutacdo, sendo positivo também para a
mutacado mitocondrial A1555G e para a mutagao G28T no gene nuclear TRMU. A
Figura 22 mostra os eletroferogramas de individuos normal e portador da mutagao
A827G.

A

190 200 21
c a2 G TG 24T T a2 G Cc © T T T &G C & & T &

190 zoo
C &G T G 424 T T & &~ Cc © T T T &G C & & T &

!

Figura 22 — Eletroferograma mostrando a mutagdo pontual A827G. (A) Individuo

com a mutagao A827G; (B) Individuo com sequéncia normal.
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5. Estudo em genes moduladores nucleares

5.1. Mutacao G28T no gene nuclear TRMU

Todos os grupos foram rastreados quanto a presenca da mutagdo G28T no
gene nuclear TRMU. No GRUPO A, os individuos 05, 07 e 19 apresentaram a
mutacdo G28T em heterozigose, sendo o individuo 07 positivo também para a
mutagcado mitocondrial A827G. No GRUPO B, a mutagdo no gene TRMU né&o foi
encontrada. No GRUPO C, apenas o individuo 19 apresentou a mutagao G28T,
sendo positivo também para a mutacdo mitocondrial A827G. No GRUPO D, o
paciente 04 foi positivo para trés mutagdes, uma no gene nuclear TRMU (G28T) e
duas no gene mitocondrial (A827G e A1555G). A Figura 23 ilustra o resultado
obtido na analise da mutacao G28T no gene TRMU, na qual na presenga da
mutacédo sdo gerados os fragmentos de 336 e 131pb por digestdo utilizando a

enzima Bsp1286 |.

467pb
336pb

131pb

Figura 23 — Gel de agarose apresentando o resultado da digestdo do fragmento
de 467pb com a enzima Bsp1286 |. (M) - Individuo heterozigoto para a
mutacao G28T, apresentando os fragmentos 467, 336 e 131pb; (N) -

Individuo homozigoto normal.
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5.2. Rastreamento de mutagdes no gene nuclear MTO1

O rastreamento de mutagdes no gene MTO1, composto por 12 exons,
foi realizado pela técnica de DHPLC. Uma vez encontrada alguma alteracéo
por meio da técnica de DHPLC, os fragmentos correspondentes foram
sequenciados para a busca de mutagoes.

5.2.1. Resultados do rastreamento de mutagoes pela técnica de DHPLC:

Os resultados a seguir apresentam as alteragdes observadas em diferentes
exons do gene nuclear MTO1. A Figura 24 a seguir mostra o resultado da técnica
de DHPLC para o exon 5 do gene MTO1 de alguns individuos dos grupos B e C
na temperatura de 56,1°C.

2
2 TRANSGENOMIC
o

CONSOLIDATED ANALYSIS REPORT

User: WADMIN
Date: Fri Sep 26 11:36:38 COT
Selection: Chromatogram + Peak

'

b8 c10
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b1 =—— c¢i2
b 11
b 12
|
c2
c3
cd
ch

10
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c8
cd
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Figura 24 — Resultado da cromatografia obtida pela técnica de DHPLC na corrida

do exon 5 na temperatura de 56,1°C.

100



O individuo 9 do grupo D apresenta um padrao alterado de corrida, como pode

ser melhor visualizado em detalhe na figura 25, na comparagdo de dois padroes
diferentes (B9-individuo 9 do grupo D e C10-individuo 6 do grupo D).

\

ok

2
?% TRANSGENOMIC

COMSOLIDATED ANALYSIS REPORT
User: WADMIN

Date: Fri Sep 26 11:34:30 COT
Selection: Chromaiogram + Peak
\)

M

10

o i

be
— 10

Figura 25 — Resultado da cromatografia obtida pela técnica de DHPLC na corrida

do exon 5 na temperatura de 56,1°C, mostrando os dois padrdes

diferentes nos individuos (B9-individuo 9 do grupo D e C10-individuo

6 do grupo D).
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Na repeticdo da técnica na temperatura de 58°C pbde-se observar trés
individuos com padrdes alterados, B9 (individuo 9 do grupo D), B10 (individuo 10

do grupo D) e B11 (individuo 3 do grupo D) (Figura 26).

>
?% TRANSGENOMIC

=
T

CONSOLIDATED ANALYSIS REPORT

User: WADMIN
Date: Fri Sep 26 11:38:56 CDT
Selection: Chromatogram + Peak

mV b8

o
w

— 5 _ mi

Figura 26 — Resultado da cromatografia obtida pela técnica de DHPLC na corrida
do exon 5 na temperatura de 58°C, mostrando os trés padroes
diferentes nos individuos B9(individuo 9 do grupo D), B10 (individuo
10 do grupo D) e B11 (individuo 3 do grupo D).
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A Figura 27 mostra o rastreamento por DHPLC a 56.2°C do exon 07 do gene
MTO1 dos individuos 01, 02, 03, 05, 06 e 07 do GRUPO D. Nota-se dois padroes
diferentes, o padrdo C09 (individuo 01 do GRUPO D) e o padrao C10 (individuo
05 do GRUPO D).

E’% TRANSGENOMIC
=

-

CONSOLIDAT LD AMALYES HLPOKT

Llgar: FiALIIN
Mt T Bare 13 1514 20 58T
Salncdion: Clecansinzgsm | Fusk
e —EE
— GO
— 7
— cf
p—
i —_— 10
-,
= e
2 P \‘R -_‘_.:.-_-__.;:.-" ‘\]Ql.
‘= e s
s xM
e T i e et ol .
e — =
e P e e o T ———————
Z6 A 27 Lg ——=q q P |

Figura 27 — Resultado da cromatografia obtida pela técnica de DHPLC na corrida
do exon 07 na temperatura de 56.2°C, mostrando os dois padrbes
diferentes nos individuos C9 (individuo 01 do grupo D), C10 (individuo
05 do grupo D).
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No rastreamento do exon 11 a 55.9°C dos individuos 01, 02, 03, 05 e 09 do
GRUPO D e do individuo 10 do GRUPO C, dois padrées diferentes foram

observados, o D6 (individuo 09 do GRUPO D) e o D7 (individuo 10 do GRUPO C)
(Figura 28).
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Figura 28 — Resultado da cromatografia obtida pela técnica de DHPLC na corrida
do exon 11 na temperatura de 55.9°C, mostrando os dois padrbes

diferentes nos individuos D6 (individuo 09 do grupo D), D7 (individuo
10 do grupo C).
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5.2.2. Alteragdes observadas no sequenciamento

A partir de alteracdes detectadas pela técnica de DHPLC, os individuos nos
quais foram observados padrdes alterados de corrida cromatografica tiveram seu
fragmento do gene MTO1 sequenciado. Foi entdo observado o SNP rs7766570,
localizado no intron 5 (seis bases apds o exon 05), consistindo da troca da base G
pela base A. A Figura 29 ilustra o resultado do sequenciamento. O SNP
rs7766570 foi observado em 6 individuos do GRUPO D, sendo esses, 1, 2, 3,6, 9
e 10.

SNP rs7766570-intron 05
G/A

ccT CG6G 6T & A G GAHEC & & & ATGT

l

Chromas Lite

8 fecHTcHeE
8 FeclTcHeRE

eTRETTEES
eTRETTEES

FTENTHCTEE ToTTENHCEE ENCENSNGHG
TTEETECTES TocUrEEScHS SECEENScHC

CHEEETEGoTHE HcccENSEET cREECTGHETE HcTTEETTTIE
CHEBTECCTH HccEENSENT cTEEcTCETE HcTTIEETTIN

CLC Sequence Viewer 5.0.1

Figura 29 - Eletroferograma do SNP rs7766570 mostrando um individuo

homozigoto para essa alteragao.
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Além do polimorfismo mencionado, o SNP rs4509087 (Figura 30), o qual
refere-se a troca da base T para a base C, foi encontrado no exon 07 no
individuo 19 do GRUPO C, que também apresenta a mutacdo G28T em
heterozigose e a mutagcédo mitocondrial A827G, e em 5 individuos do GRUPO
D, (1,4, 5, 9 e 10). P6de-se observar que os individuos 1, 9 e 10 do GRUPO D
também apresentam o SNP rs7766570.

SNP rs4509087-exon 07
T/C

AT CACCOCC TTC CCHT GG AGACTCA

AT -

RICAE Focdotninn
ree T

CLC Sequence Viewer 5.0.1

RE TR

mTHc el

fRfccfrEEE BoENTETTET TroBfccHEN cETENNTocE
frfcciriiE BcEETETTET TrcEiccHEE cETRENTcoE
ERENETeoTT ETcHccHECE moRECH HoTT
BEEEETeorT EfcEccHECE ToRHcE l=hil o

Figura 30 - Eletroferograma do SNP rs4509087 mostrando um individuo

heterozigoto para essa alteragao.
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A alteragédo IVS 11 — 7 T>G (Figura 31) trata-se da troca da base timina
pela base guanina no intron 11, porém sete bases antes do exon 12. Esta
mutacao foi observada em 3 individuos, sendo 2 (pacientes 4 e 9) do GRUPO
D e 1 (paciente 10) do GRUPO C. O individuo 9 do GRUPO D, além desta
alteracdo, também apresentou o SNP rs7766570 no intron 05 e o SNP
rs4509087 no exon 07. Ja o individuo 04 apresentou apenas o SNP rs4509087
além desta alteragdo no intron 11.

T GGT G GGT &T T G &G6TTTT&AEGATCG GG

|
1

Chromas Lite

rrTeclccHl EETEsATTTc ATrTeERETE cEATE-ETEA
rrTeclccHd EETEeATTTc ATrTeERATE cEATE-ETEA
TTTGCHCCHN BETHCETTTC NTTTCHERETE cENTECETEA

!

BrTlcTITET ErTETeGTET ToETTTTITEC ETEcecETG
III GTTITRT Errcrccidn IEIEIIIIIG IIINN TG
Tr8cTTTET @rrcrccifr ToEWTTITTE: ATRccccfrc

cTECERT (4 T |
GTECEAT GEHET
CTE=EAT cofcT

LT ARIRRETT TENNERTT THNENT - ore Sequence viewer 5.6.1

B B B

[t 1]

Figura 31 - Eletroferograma da alteragao IVS 11 — 7 T>G mostrando um individuo

heterozigoto para essa alteragao.
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A mutagao 1392M (Figura 32) no exon 06 foi detectada no individuo 07 do
GRUPO B. Esta mutagao trata-se da troca de uma base citocina por uma base
guanina, fazendo com que mude o aminoacido de isoleucina para metionina na

posi¢cao 392 do gene nuclear MTO1.

G 4G A A A AT G ATHN ACALT G CATTC A& G

0 g e

TORRNrrET NANNMANA: ooonnMTHrA FoRNcHiNAN
me T T B BoGHTAT reaEcET
ETcEEErTET ETEEEESEE: cocTTETETE ToEEcETEEE

LTI CEF T CEEg T (eI

HEclfcHeTTE BEECECHEEE ToATENEET: EETESGHCCE
BclircHerTH EEECE-HEEE ToATHEEET: EETEEcHscE
BcBicH-TTE EEE-E-EEEE FolTnEEET: EETEECHC=E

ffccH-HEE: ETENECTCET TEACEENGST HEECHS-HTE
ficcHoEEE: BTEEEcTCET TRAcEEN:cT EEECHECETE
TTccHCEENCc BTEESCTCHT TEECEENccT EEEcHECETE

CLC Sequence Viewer 5.0.1

Figura 32 - Eletroferograma da alteragao 1392M no exon 06 mostrando um

individuo homozigoto para essa alteragao.

A tabela 8 a seguir mostra o resultado referente ao gene nuclear MTO1.
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Tabela 8 — Resultado referente ao gene nuclear MTO1. Pac. = pacientes; N = individuo normal; SNP = do inglés Single

Nucleotide Polimorphism.

EXONS

GRUPOS | PAC. | 01 | 02 | 03 | 04 05 06 07 08 [ 09 [ 10 11 12
07 N[ N[ NJN N N N N[ N[N N N

A 20 N| N|[NJ[N N N N N[ N[N N N
07 N | N|[NJN N 1392M N N | N[N N N

B 20 N[ N[ N[N N N N N [ N[N N N
02 N | N[ N[N N N N N [ N[N N N

03 N | N|[NJ[N N N N N [ N[N N N

c 10 N | N|[N]J|N N N N N | N[ N | IVST1-7T>G N
16 N | N|[NJ|N N N N N [ N[N N N

19 N | N| N[N N N SNP rs4509087 N | N[N N N

01 N | N|[NJ[N SNP rs7766570-intron05 N SNP rs4509087 N | N[N N N

02 N N N N SNP rs7766570-intron05 N N N N N N N

03 N N N N SNP rs7766570-intron05 N N N N N N N

04 N[ N[NTJN N N SNP rs4509087 N | N[ N[ IVS11-7T>G N

D 05 N | N|[NJN N N SNP rs4509087 N | N[N N N
06 N[ N[ N[N SNP rs7766570-intron05 N N N [ N[N N N

07 N | N[ N[N N N N N | N[N N N

08 N[ N|N]|N N N N N | N[N N N

09 N[ N[ N[N SNP rs7766570-intron05 N SNP rs4509087 N | N[ N[ IVST1-7T>G N

10 N[ N[ N[N SNP rs7766570-intron05 N SNP rs4509087 N [ N[N N N
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DISCUSSAO

O objetivo principal do trabalho foi estudar a possivel alteragao no fenétipo
da perda auditiva causada por mutagdes mitocondriais por genes moduladores,
seja pela interagcdo com ototdxicos, grau de perda, inicio do acometimento, etc.
Entretanto, ndo foram observadas alteragées nos genes estudados que pudessem
comprovar essas interagboes. Sabe-se que o haplétipo mitocondrial também pode
ter um papel importante na penetrancia das mutagdes mitocondriais, como é
perfeitamente observado em outras doencas, como a Neuropatia Optica de Leber
(LHON), na qual mutagdes primarias no gene mitocondrial ND4 sdo moduladas
por mutagdées no gene também mitocondrial ND6, resultando em diferengca na

gravidade dos sinais clinicos (Torroni et al., 1997).

Os antibiéticos aminoglicosideos sdo drogas amplamente usadas para
controlar infecgcdes bacterianas, especialmente em paises desenvolvidos. Os
aminoglicosideos sao conhecidos por exercer seus efeitos antibacterianos
diretamente pela ligagdo a subunidade 16S rRNA do ribossomo bacteriano,
causando falha na tradugao ou terminagado prematura da sintese protéica (Noller,
1991).

O sitio A do ribossomo é o alvo primario dos antibiéticos aminoglicosideos.
Como os ribossomos mitocondriais humanos dividem muitas similaridades com os
ribossomos bacterianos, um dos primeiros alvos para os aminoglicosideos nas
células de mamiferos € a subunidade menor do rRNA (72S rRNA) do ribossomo

mitocondrial.

Quando administrados em doses altas ou por longo periodo, essas drogas
podem ficar concentradas nos fluidos da céclea e potencialmente desencadear a
ototoxidade. Clinicamente, alguns pacientes desenvolvem surdez apés tratamento

com doses convencionais, ou mesmo com uma unica dose da droga ou até
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mesmo por um curto periodo. Esses casos de ototoxidade por aminoglicosideos
podem ser resultado de uma predisposicdo genética com penetrancia variavel.
Depois da administragdo, o acumulo de aminoglicosideos na mitocondria da
orelha interna resulta na inibicdo da sintese protéica mitocondrial pela interacao
com o gene 12S rRNA, o qual causa a diminuigdo da produgdo de ATP nas
células ciliadas da coéclea (Guan, 2004). Consequentemente, os poros de
permeabilidade mitocondrial abrem, levando a ativagado da apoptose. Isso resulta
na disfungao coclear ou morte da célula dando origem a perda auditiva. Portanto,
a manutencdo do mecanismo de audicdo normal é altamente dependente da

producao de ATP pela fosforilagdo oxidativa da mitocondria.

As mutagdes mitocondriais A1555G e C1494T, no gene MTRNR1, estao
localizadas no sitio de codificacdo aminoacil-tRNA (sitio A) do ribossomo
mitocondrial, onde a interagdo cdédon/anti-codon ocorre e justamente onde, na
posicado correspondente do gene 16S rRNA de E.coli, o aminoglicosideo interage
para inibir a sintese de proteinas bacterianas. Essas mutagdes, portanto,
interferem significativamente na expressdo do produto génico. Além da atuagao
dos antibidticos aminoglicosideos nessa regido, tais alteragbes provocam uma
mudancga conformacional do sitio A da subunidade 712S rRNA, tornando menos
eficiente a interagdo nesse sitio dos tRNAs hipermodificados pelos genes
nucleares TRMU e MTO1.

O novo pareamento de bases G-C ou U-A criado pelas mutagcdes A1555G e
C1494T no sitio A da subunidade 72S rRNA facilita a ligagdo a aminoglicosideos,
causando sensibilidade a essas drogas e levando a disfungdo ou morte celular

induzindo a perda auditiva.
A mutagcdo A827G no gene MTRNR1 também tem sido associada tanto a

ototoxidade por aminoglicosideos quanto a perda auditiva nao-sindrémica em

individuos ndo aparentados, indicando seu envolvimento na patogenicidade da
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surdez. A mutagao A827G esta localizada no sitio A da subunidade menor 12S
rRNA do ribossomo mitocondrial, que é altamente conservada evolutivamente em
humanos, ratos, camundongos, bovinos e Xenopus laevis. Em decorréncia da
mutagao A827G, é possivel que a alteragao da estrutura terciaria ou quaternaria
desse rRNA possa levar a disfungdo mitocondrial, desempenhando assim um
papel na patogenicidade da perda auditiva e na hipersensibilidade a
aminoglicosideos. A penetrancia incompleta da perda auditiva indica que a
mutagdo A827G sozinha ndo é suficiente para produzir o fenétipo clinico da
surdez, necessitando do envolvimento de fatores modificadores, como os
aminoglicosideos, haplétipos mitocondriais ou genes nucleares modificadores para

a expressao fenotipica (Xing et al., 2006).

No presente estudo foram inicialmente analisadas as principais alteracoes
envolvidas na surdez ndo-sindrbmica hereditaria, tais como, alteragées nos genes
GJB2 e GJB6. Além disso, foram estudadas as mutagdes mitocondriais
relacionadas a perda auditiva e uso de drogas ototoéxicas, A1555G, C1494T e
A827G, com o objetivo principal de se avaliar o efeito dessas alteracbes em
individuos com e sem historico de uso de aminoglicosideos e com variados graus
de perda auditiva, assim como, sua associagdo a genes que possam
provavelmente modular a expressédo fenotipica dessas alteragbes, os genes
nucleares TRMU e MTO1.

Mutagdes no gene nuclear MTO1 e a mutagdo G28T no gene TRMU foram
analisadas nos individuos estudados na tentativa de se correlacionar a mutagdes
mitocondriais ao fendtipo dos individuos estudados. No grupo A, composto por
recém-nascidos de alto risco, os quais fizeram uso de antibidticos principalmente
aminoglicosideos (Anexo 3), foram encontrados dois individuos com a mutagao
A827G. Entretanto, somente um deles apresentou também a mutacdo G28T, mas
em heterozigose e nenhum apresentou alteracdes no gene MTO1. Nota-se que o

individuo 7 que apresenta a mutagao A827G e a mutagcao G28T apresenta perda
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sensorioneural severa, enquanto que o outro paciente (individuo 20), com
auséncia da mutacdo G28T apresentou perda leve. Evidentemente que sao
necessarios estudos funcionais para se comprovar essa modulagdo no fenétipo,

nesse caso, o grau de perda, mas esses resultados podem ser importantes.

Entre os recém-nascidos de alto risco sem perda auditiva (Grupo B), dois
individuos apresentaram a mutacdo A827G, mas nenhum a alteracdo G28T. Um
dos individuos positivos para a mutagao A827G (individuo 07) apresentou também
a alteracéo 1392M no exon 06 do gene MTO1. Provavelmente esta alteragdo nao
tem efeito no fenodtipo da surdez, uma vez que o individuo em questédo é ouvinte.
Apesar desses individuos também terem feito uso de antibibticos
aminoglicosideos, é provavel que nesses casos o background genético desses

individuos ndo tenha propiciado o desenvolvimento da perda.

A mutacdo A827G foi observada em 5 individuos com surdez nascidos a
termo (Grupo C). Dentre esses, o individuo 19 também apresentou a mutagéo
G28T em heterozigose, € um polimorfismo, o SNP rs4509087, encontrado no exon
07 do gene nuclear MTO1. Ainda entre esses 5 casos positivos para a mutagao
A827G, o individuo 10 também apresentou a alteragdo IVS 11 — 7 T>G no gene
MTO1. Esses dois casos possuem perda auditiva profunda. Porém, os outros 3
casos (individuos 02, 03 e 16) nos quais foi observada apenas a mutacdo
mitocondrial A827G, também apresentam perda auditiva em grau profundo. Entéao
€ provavel que tanto o SNP rs4509087 no exon 07 quanto a alteragao IVS 11 — 7
T>G nado tenham efeito no fendtipo da perda auditiva, ou seja, ndo estejam
modulando a expressdo da mutagdo A827G. E possivel até que a surdez nesses
individuos n&o esteja relacionada a mutagdo A827G, mas sim a outros genes ou

fatores ambientais.

Ainda considerando os individuos do grupo C, 5 individuos (06, 07, 13, 22 e

24) exibem perda auditiva devido a mutagao 35delG em homozigose e nos demais
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individuos a etiologia permanece ainda ndo esclarecida. A mutagao V271 no gene
GJB2 é considerada um polimorfismo neutro e foi encontrada em heterozigose no
individuo 01 do GRUPO C.

Apesar de existirem prévios estudos apontando para a patogenicidade da
mutacdo A827G, em uma familia com 30 individuos provenientes da Argentina,
somente 6 apresentaram surdez (20%). E fato que, a mutagéo A827G sozinha néo
é suficiente para desenvolver esse fenétipo, mas os dados obtidos até o momento
nao sao definitivos para comprovar a modulacdo pela mutagcdo G28T, sendo
necessarios estudos complementares. Cabe ainda ressaltar que no presente
estudo, a mutacdo G28T nao foi observada em homozigose em nenhum dos

casos estudados, mas sim em heterozigose.

Acredita-se que a mutagao G28T em homozigose deva agir em sinergia
com a mutacdo mitocondrial A1555G, diminuindo o processo de traducao

mitocondrial abaixo do limiar de patogenicidade e, assim, causando o fenétipo.

O grupo D estudado, o qual se refere a individuos com surdez sem historico
de uso de aminoglicosideos e positivos para a mutagado A1555G, foi o grupo que
apresentou maior nimero de alteragdes no gene nuclear MTO17, o SNP rs7766570
no intron 05, o SNP rs4509087 no exon 07 e a alteracéo IVS 11 -7 T>G.

O individuo 04 do GRUPO D foi o que apresentou maior numero de
alteracdes, além da mutagdo mitocondrial A1555G, também foram observadas a
mutagcdo mitocondrial A827G, a mutacdo nuclear G28T em heterozigose e
alteracbes no gene nuclear MTO1, sendo o SNP rs4509087 no exon 07 e a
alteracao IVS 11 -7 T>G.

Tendo em vista que todos os individuos do GRUPO D, apresentando ou

nao alteragdes no gene nuclear MTO1, apresentam perda profunda, € provavel
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que mutagdes em outros genes nucleares estejam modulando o fendtipo de
surdez nesses individuos. Além disso, no grupo D estudado ndo se pode descartar
completamente o uso de aminoglicosideos. Devem-se considerar o modelo e a
precariedade do sistema de saude brasileiro, que restringe o acesso as
informagdes do histérico de saude dos pacientes. Geralmente o histérico médico
dos pacientes € informado por eles mesmos ou familiares, quando se tem contato
com o paciente, ndo ha um prontuario médico com informacdo de outras
intervengdes médicas além das ocorridas na instituicdo atual. Quando n&o se tem
contato com o paciente a dificuldade € maior ainda, pois ndo ha como buscar
informacdes clinicas. N&o raro, faltam informacdes precisas sobre intercorréncias
durante a gestacdo, o parto e o periodo peri-natal, entre outras. O grupo D é
composto em sua maioria de individuos adultos, mesmo assim, as informacgdes

podem nao ser fidedignas.

A casuistica deste estudo, sendo pequena, ndo permite a analise da
associacao dos SNPs e da alteracéo IVS 11 — 7 T>G na modulacao do fendtipo da
perda auditiva. Por outro lado, a unica mutacgdo, de fato, detectada no gene, foi
encontrada em um individuo ouvinte (I392M). Estudos que comprovaram a
modulacéo do fendtipo da surdez por genes nucleares foram realizados por meio
de estudos funcionais. Essa etapa ndo foi realizada em razdo dos achados
negativos. Ainda assim, pode ser interessante a ampliacdo da amostra estudada

para futura avaliagdo dos SNPs observados no gene MTO1.

Outra abordagem interessante, pode ser relacionada ao estudo de
microRNAs, considerando um outro nivel de regulagdo da expressao génica. Os
microRNAs ou miRNAs representam um grupo de pequenos RNAs codificantes
que interagem com mRNAs alvo em sitios especificos para induzir a bloqueio da
mensagem e portanto, inibir a tradugdo. Dessa forma, ndo se pode afastar a
hipétese de que miRNas estejam modulando a expressdo dos genes e por

consequéncia os fenétipos estudados no presente trabalho. Portanto, € de grande

118



interesse a ampliacdo desse estudo, tendo em vista a associagdo, hdo com genes
nucleares moduladores, e sim com alteragbes no genoma mitocondrial, assim

como nos miRNAs alvo.
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Conclusoes

1 — Nao foi possivel se estabelecer uma correlacdo entre as alteragcbes

observadas nos genes nucleares TRMU e MTO1 e as mutagdes mitocondriais.

2 — A mutagdo G28T foi observada somente em heterozigose no gene TRMU,
portanto nesses casos nao deve haver interferéncia na hipermodficacdo do tRNA,

uma vez que, o outro alelo do gene permanece funcional.

3 — Mutagdes no gene MTO1 poderiam modular a penetrancia das mutagdes
mitocondriais estudadas. Entretanto, foram encontrados SNPs que
aparentemente ndo tém efeito no fendtipo da surdez. Assim como, a mutacgao

1392M que foi observada em um individuo ouvinte.

4 — O grupo D foi o que apresentou maior numero de alteragcbes no gene MTO1.
Existe a possibilidade de que os SNPs ou alteragcbes observadas estejam
relacionadas a modulacdo da mutacdo A1555G. Entretanto, ndo foi possivel

estabelecer essa interacdo devido ao pequeno tamanho amostral.

5 — A técnica de DHPLC mostrou-se eficiente no rastreamento de mutagdes no
gene MTO1.

6 — Apesar do pequeno numero de casos estudados, ndo parece ter relevancia

para o diagndstico clinico o estudo dos genes moduladores TRMU e MTO1.
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ANEXO 2
CRITERIOS DE INCLUSAO - CBPAI
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Recomendacao elaborada pelo Comité Brasileiro sobre Perdas Auditivas na
Infancia (CBPAI)

Indicadores de risco para a surdez:

Neonatos (nhascimento - 28 dias)

*historia familiar de deficiéncia auditiva congénita

*infecgdo congénita (sifilis, toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus, e herpes)
*anomalias cranio-faciais (malformagdes de pavilhdo auricular, meato acustico
externo, auséncia de filtrum nasal, implantagao baixa da raiz do cabelo)

*peso ao nascimento inferior a 1500 g

*hiperbilirrubinemia (niveis séricos indicativos de exsanguineo-transfuséo)
*medicagao ototdxica por mais de 5 dias (aminoglicosideos ou outros, associados
ou nao aos diuréticos de alga)

*meningite bacteriana

*boletim Apgar de 0-4 no 1 o minuto ou 0-6 no 5 o minuto

*ventilagdo mecanica por periodo minimo de 5 dias

*sinais ou sindromes associadas a deficiéncia auditiva condutiva ou
neurossensorial

Bebés ( 29 dias - 2 anos )

*preocupagao/suspeita dos pais com relacdo ao desenvolvimento da fala,
linguagem ou audigao.

*meningite bacteriana e outras infecgbes associadas com perda auditiva
neurossensorial.

*traumatismo cranioencefalico acompanhado de perda de consciéncia ou fratura
de cranio.

*estigmas ou sinais de sindromes associadas a perdas auditivas condutivas e/ou
neurossensoriais.

*medicamentos ototdxicos (incluindo mas nado limitando-se a agentes
quimioterapicos ou aminoglicosideos, associados ou nao a diuréticos de alga)
*otite média de repetigao/persistente, com efuséo por pelo menos 3 (trés) meses.
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ANEXO 3
LISTA DE ANTIBIOTICOS
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ANEXO 3.1. Pacientes de UTIN — Surdos GRUPO A. Em vermelho: antibiéticos aminoglicosideos.

No TEMPO DE MEDICAMENTOS ADMINISTRADOS/DOSAGEM
INTERNAGAO UTIN | (Relevantes)
(Dias)

1 32 GENTAMICINA, AMICACINA,OXACILINA,PENICILINA,VANCOMICINA,FUROSEMIDA

2 12 GENTAMICINA,NEOMICINA,PENICILINA,

3 93 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, FUROSEMIDA ,
VANCOMICINA

4 22 AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, FUROSEMIDA

5 66 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

6 10 GENTAMICINA , PENICILINA

7 60 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

8 28 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

9 23 GENTAMICINA, PENICILINA

10 50 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

11 50 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, FUROSEMIDA

12 21 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, FUROSEMIDA

13 15 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA , PENICILINA FUROSEMIDA

14 24 AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

15 59 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, VANCOMICINA,
FUROSEMIDA, IMIPENEM

16 65 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, IMIPENEM, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

17 58 AMICACINA, OXACILINA, CLAFORAN, FENTANIL, DEXAMETAZONA

18 16 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, FUROSEMIDA

19 47 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, VANCOMICINA, FUROSEMIDA
CEFTAZIDIMA , IMIPENEM

20 104 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, IMIPENEM, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

21 75 AMICACINA, AMPICILINA, FUROSEMIDA

22 29 AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, FUROSEMIDA

23 32 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, IMIPENEM, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

24 51 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, IMIPENEM, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

25 19 OXACILINA, CEFOTAXIMA, FUROSEMIDA, AMICACINA, PENICILINA
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ANEXO 3.2. Pacientes de UTIN — Nao-surdos GRUPO B. Em vermelho: antibiéticos aminoglicosideos. (-) = ndo ha dados sobre

qual antibidtico foi tomado.

No. TEMPO DE MEDICAMENTOS ADMINISTRADOS/DOSAGEM
INTERNAGAO (Relevantes)
UTIN (Dias)
1 26 GENTAMICINA, AMICACINA, OXALICINA, PENICILINA, CEFOTAXIMA
2 23 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, FUROSEMIDA
3 46 GENTAMICINA, FUROSEMIDA, PENICILINA
4 7 GENTAMICINA, PENICILINA
5 24 AMICACINA, OXACILINA
6 80 AMICACINA, VANCOMICINA, OXACILINA, FUROSEMIDA
7 17 -
8 8 PENICILINA
9 7 -
10 13 GENTAMICINA, PENICILINA
11 18 GENTAMICINA, PENICILINA
12 20 -
13 30 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, PENICILINA, FUROSEMIDA
14 42 -
15 28 GENTAMICINA, AMICACINA, PENICILINA
16 20 GENTAMICINA, PENICILINA
17 30 -
18 59 AMICACINA, VANCOMICINA, OXACILINA, FUROSEMIDA
19 7 GENTAMICINA, PENICILINA
20 8 GENTAMICINA, PENICILINA
21 5 GENTAMICINA, PENICILINA
22 18 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA
23 21 GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, FUROSEMIDA, VANCOMICINA
24 32 GENTAMICINA, PENICILINA
25 20 -
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