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EPIGRAFE

O degrau de uma escada nao serve
simplesmente para que alguém
permaneca em cima dele, destina-se
a sustentar o pé de um homem pelo
tempo suficiente para que ele
coloque o outro um pouco mais alto.

Thomas Huxley



RESUMO

A deficiéncia auditiva € caracterizada como a dificuldade em perceber e ou
interpretar o som, sendo o distUrbio sensorial mais comum. A perda auditiva pode estar
relacionada a causas genéticas, ambientais ou a uma combinacdo de ambas. A deficiéncia
auditiva genética pode ser classificada em ndo-sindromica (70% dos casos) e sindrémica
(30% dos casos). Variantes no gene GJB2 séo a causa mais comum de deficiéncia auditiva
autossdémica recessiva ndo sindrémica, sendo que a mutacdo 35delG é observada em até
70% dos casos. A deficiéncia auditiva ja foi descrita como sendo uma das caracteristicas
clinicas de mais de 500 sindromes, mas nem sempre € o fendtipo mais comum. Dentre 0s
tipos mais comuns de perda auditiva sindrobmica estdo a Sindrome branquio-oto-renal, a
Sindrome de Waardenburg e a Sindrome de CHARGE. O objetivo principal deste trabalho
foi buscar a etiologia genética para casos de deficiéncia auditiva sindrébmica e nao
sindrdbmica em pacientes do Distrito Federal. Com esse intuito, foram selecionados
pacientes com deficiéncia auditiva nos ambulatérios de otorrinolaringologia e de genética
do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Foi realizada a triagem para a variante
35delG desses pacientes, seguida de exoma completo para parte dos casos. A variante
35delG foi detectada em homozigose em um paciente (DA_06) e em heterozigose em dois
pacientes (DA_15 e 11284). Foi realizado exoma em 12 pacientes e 10/12 tiveram
diagndstico molecular. Em 9/12 casos houve o diagnéstico molecular para a deficiéncia
auditiva do paciente, envolvendo os genes ACTB (Sindrome de Baraitser-Winter 1), EYAL
(Sindrome branquio-oto-renal), GJB2 (deficiéncia auditiva autossémica recessiva ndo
sindrémica), GSDME (deficiéncia auditiva neurossensorial progressiva), MITF (Sindrome
de Waardenburg), MCM2 (deficiéncia auditiva ndo sindrémica autossomica dominante 70)
e STRC (deficiéncia auditiva autossémica recessiva ndo sindromica 16). Foi encontrado
um achado incidental nos pacientes 10970 (no gene TNNT2, relacionado a Nao-
compactacdo ventricular esquerda) e 11294 (no gene KCNQL1, relacionado a Sindrome do
QT longo).

Palavras chaves: deficiéncia auditiva sindromica, deficiéncia auditiva ndo sindrémica,

35delG, exoma



ABSTRACT

Hearing impairment is the difficulty in understanding and or interpreting sound,
being the most common sensory disorder. Hearing impairment can be related to genetic
factors, environmental factors or both. An estimated 30% of genetic hearing loss is
syndromic and 70% nonsyndromic. Variants in the GJB2 gene are the most common
cause of autosomal recessive nonsyndromic hearing loss, and the 35delG variant is
observed in up to 70% of cases. Hearing impairment has been described in more than
500 syndromes, considering that it is not always the most common phenotype. Some of
the most common types of syndromic hearing loss include Branchio-oto-renal
Syndrome, Waardenburg Syndrome and CHARGE Syndrome. The main aim of this
study was to search for the genetic etiology for syndromic hearing loss and
nonsyndromic hearing loss in patients from Distrito Federal. For this purpose, patients
with syndromic and nonsyndromic hearing loss were selected from Ambulatory of
Otorhinolaryngology and Ambulatory of Genetics at Hospital Universitario de Brasilia
(HUB). Screening was performed for the 35delG variant, followed by a complete
exome. The 35delG variant was detected in homozygosis in one patient (DA_06) and in
heterozygosis in two patients (DA_15 and 11284). The exome was performed in 12
patients and 10/12 had a molecular diagnosis. In 9/12 cases there was a molecular
diagnosis for the patient's hearing loss, involving the genes ACTB (Baraitser-Winter
Syndrome 1), EYA1 (Branchio-oto-renal syndrome), GJB2 (non-syndromic autosomal
recessive hearing loss), GSDME (progressive sensorineural hearing loss), MITF
(Syndrome de Waardenburg), MCM2 (non-syndromic autosomal dominant hearing loss
70) and STRC (autosomal recessive non-syndromic hearing loss 16). An incidental
finding was found in the patients 10970 (in the TNNT2 gene, related to Left Ventricular
Noncompaction) and 11294 (in the KCNQ1 gene, related to Long QT Syndrome).

Keywords: syndromic hearing loss, nonsyndromic hearing loss, 35delG, exome
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1.  INTRODUCAO

A deficiéncia auditiva (perda auditiva e surdez) é considerada o disturbio
sensorial mais comum (DROR; AVRAHAM, 2010). A perda auditiva € um fenotipo
caracterizado por qualquer grau de perda da capacidade de ouvir, podendo ser
temporaria ou permanente. A surdez € um fendtipo caracterizado pela perda da
capacidade total ou quase total da audicdo (ALFORD et al., 2014). Aproximadamente
um em cada mil individuos é afetado por deficiéncia auditiva severa ou profunda ao
nascimento ou durante a primeira infancia e, assim como a perda de outras funcdes
sensoriais, tem uma grande diversidade de causas, podendo ser genética, ambiental ou
uma combinacdo de ambas (DROR; AVRAHAM, 2010; PETIT; LEVILLIERS;
HARDELIN, 2001). A deficiéncia auditiva devido a causas ambientais pode decorrer de
varios fatores, tais como a idade/envelhecimento (acarretada pelos efeitos degenerativos
do envelhecimento na cdéclea) (CUNNINGHAM; TUCCI, 2017), ototoxicidade
medicamentosa (disfuncdo temporaria ou permanente da orelha interna apds a exposicéo
a drogas ototdxicas (CUNNINGHAM; TUCCI, 2017; DROR; AVRAHAM, 2010;
YORGASON et al., 2006 ), exposicao prolongada a ruidos e trauma acustico (um ruido
alto repentino) (CUNNINGHAM; TUCCI, 2017; DROR; AVRAHAM, 2010),
infeccbes congénitas (como citomegalovirus, herpes, rubéola, treponema e
toxoplasmose) (DROR; AVRAHAM, 2010; KORVER et al., 2018) e trauma (ANGELI;
LIN; LIU, 2012). Estima-se que as causas genéticas representem de 50 a 70% dos casos
de deficiéncia auditiva congénita. Embora a maioria dos casos hereditarios de
deficiéncia auditiva seja causada por variantes em genes nucleares, alteracdes em genes
mitocondriais foram encontradas em pelo menos 5% dos pacientes com perda auditiva
pos-lingual ndo sindrémica (ALVES et al., 2016; CORDEIRO-SILVA et al., 2010;
FREI et al., 2002). No Brasil, cerca de 5% da populacdo apresenta algum tipo de

deficiéncia auditiva e pouco mais de 1% declara ndo ouvir som algum (IBGE, 2012).

Considerando os casos de deficiéncia auditiva com etiologia genética, esse é um
exemplo classico de heterogeneidade genética multilocus, ou seja, varios loci diferentes
relacionados com a mesma caracteristica (ANGELI; LIN; LIU, 2012). Essa
heterogeneidade genética da deficiéncia auditiva é um desafio ao diagnostico molecular.
Apesar disso, grandes progressos foram feitos na identificacdo de genes especificos e

variantes que contribuem para a deficiéncia auditiva. Busca das causas moleculares da
13



deficiéncia auditiva tém sido bem-sucedidas em desvendar genes, assim como 0 numero
e a frequéncia dos alelos envolvidos na deficiéncia auditiva (ANGELI; LIN; LIU,
2012). Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) vem auxiliando na identificagdo
das variantes causais da deficiéncia auditiva e técnicas como o0 sequenciamento de nova
geracdo (NGS) - abrangendo testes genéticos como exomas, genomas e painéis de
genes -, confirmam molecularmente o diagndstico clinico dos pacientes (CAMPOS,
2021; LIMA, 2018).

1.1 Funcionamento normal da audicéo

Para melhor entender a deficiéncia auditiva, € necessario entender como se da o
funcionamento normal da audicdo. Nos itens a seguir estd apresentada, de forma breve,

a anatomia e o funcionamento da orelha humana.

1.1.1 Orelha - anatomia

A orelha é o 6rgdo do equilibrio e da audicdo e pode ser dividida em orelha
externa, orelha média e orelha interna (Figura 1). O equilibrio estd relacionado ao
aparelho vestibular, que estd localizado nos canais semicirculares, e que tem como
funcdo detectar a posicdo do corpo no espaco, Seja em situacdo estatica ou em
movimento (HIATT; GARTNER, 2011).

14
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Figura 1. Anatomia da orelha externa, média e interna. Imagem modificada de Bear (2017).

A orelha externa é formada pelo pavilhdo auricular e pelo meato acustico
externo. A membrana timpanica define o limite da orelha externa e o inicio da orelha
média; a cavidade medial a membrana timpanica é a cavidade timpanica e dentro desse
espaco estdo os ossiculos da audicdo - martelo, bigorna e estribo, respectivamente. A
base do estribo, chamada de platina, faz contato com a janela oval (orelha interna). Com
um orificio na parede anterior da cavidade timpanica, a tuba auditiva se estende até a
nasofaringe e tem como funcdo o controle da pressdo atmosférica. A orelha interna,
também intitulada labirinto, pode ser dividida em sistema vestibular (canais
semicirculares e vestibulo) e sistema auditivo (céclea). Os canais semicirculares sdo trés
alcas que se projetam do vestibulo em diferentes direcdes (superior e posterior). O
vestibulo é a cavidade central da orelha interna e é formado por duas vesiculas, o
utriculo (continuo com os canais semicirculares) e o saculo (continuo com a céclea);
essas vesiculas, por sua vez, compdem as maculas, que contém sensores bioldgicos
chamados de células ciliadas (FULLER D, 2014).

A coclea da duas voltas e meia sobre si mesma, ao redor de seu eixo central, 0
modiolo (Figura 2 A); isso faz com que tenha o formato espiralado (lembrando a concha
de um caracol). A coclea possui trés canaliculos: escala vestibular, média e timpénica
(Figura 2 B). A escala média esta separada da vestibular (posicionada superiormente)

pela membrana de Reissner e da escala timpanica (posicionada inferiormente) pela
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membrana basilar. A escala vestibular e a timpanica estdo preenchidas de perilinfa e,
por uma abertura intitulada helicotrema, ha a comunicacdo da perilinfa ao longo do
canal 0sseo. A escala média é composta pelo 6rgdo especifico da audigdo, o érgdo de
Corti (Figura 2 C), que recebe terminacOes nervosas periféricas provenientes da porcao
coclear do VIII nervo craniano; a parede lateral da rampa média esta ligada ao labirinto
pelo ligamento espiral. A ligagdo modiolar da rampa média é a lIamina espiral dssea.
Juntando-se & lamina espiral estd a membrana basilar (FULLER D, 2014).

A estrutura basica do 6rgdo de Corti inclui células de suporte (células pilares
internas e células pilares externas) e células sensoriais (células ciliadas internas e células
ciliadas externas); as células ciliadas internas sdo sustentadas por células pilares
internas, células falangeais internas e células de borda. As células ciliadas externas séo
sustentadas por células pilares externas e internas e células de Deiters. Mais periféricos
a essas estruturas estdo as células de Hensen e as células de Claudius que repousam na
membrana basilar, preenchem o espacgo entre as células de Deiters e a base da estria
vascular; no topo, os estereocilios das células ciliadas se fixam na membrana tectoria. A
endolinfa preenche o espaco entre a membrana tectdria e a lamina reticular (FULLER
D, 2014; HIATT; GARTNER, 2011; KIMURA, 1975).
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Ramo coclear
do necvo
vestibulococlear
(v

Membrana tectéria

Orgdo espiral (desenhada de forma
transparents para que
as estruturas abaixo possam
Mombrana basiar ser vistas)

B Cékdas ciladas internas
Umbo
./ espiral
Célulasde Células Membrana Céluas pllares Fibras Timel
c Claudius de Deiters  baslar inmermnasiaxternas nervosas de Corti

Figura 2. Corte transversal da coclea. A. Enrolada ao redor do ndcleo 6sseo, a coclea protege suas fibras
nervosas. B. O labirinto membranoso divide o labirinto 6sseo em duas partes: a rampa do vestibulo acima
e a rampa timpanica abaixo; a rampa média aloja o 6rgdo terminal receptor da audicdo. C. as estruturas do

orgdo de Corti repousam na membrana basilar. Retirado de Fuller (2014).
1.1.2 Ouvir: da vibragdo ao som

A primeira etapa da percepcdo auditiva comeca na orelha externa e consiste no
direcionamento e na propagacdo das ondas sonoras. Isso ocorre quando as ondas
sonoras incidem sobre o pavilhdo auditivo que as direciona a concha do pavilhdo; essas
ondas se propagam pelo meato acustico externo e atingem a membrana timpéanica -
localizada na orelha média - , resultando em vibracdo. Essa vibracdo é transmitida aos
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ossiculos da orelha meédia - martelo, bigorna e estribo - em sequéncia, causando a
amplificacdo do som. A platina do estribo se movimenta para dentro e para fora em um
movimento continuo, como um pistdo, na parede da cdclea. Assim, as vibragdes atingem
a janela oval, na orelha interna e passam para os liquidos presentes na coclea (perilinfa e
endolinfa) até atingirem as membranas basilares e tectdrias, que sdo capazes de inclinar
as células ciliadas. As células ciliadas fazem sinapses com neur6nios cujos corpos
celulares estdo no ganglio espiral, dentro do modiolo, ou seja, a superficie das células
ciliadas é modificada formando dezenas de filamentos ricos em actina, os estereocilios,
que se movem de um lado para o outro com o movimento das células. Isso ocorre
porque as células do ganglio espiral sdo bipolares, com os neuritos, estendendo-se para
as porcdes lateral e basal das células ciliadas, onde estabelecem conexdes sinapticas
com as células ciliadas. Os axonios do ganglio espiral entram no nervo coclear, um
ramo do nervo vestibulococlear (VIII nervo craniano), que se projeta aos nucleos
cocleares no bulbo que, por sua vez, recebem as informagdes que s&o processadas, como
tempo e qualidade do som. Outros neurénios se projetam para dois nucleos da ponte,
depois a informacdo segue para 0s nicleos no mesencéfalo e no tdlamo para depois se
direcionarem para o cortex auditivo (CURI, 2017; FULLER D, 2014; MOURAO,
2012).

1.2 Classificagao da deficiéncia auditiva

A deficiéncia auditiva pode ser classificada segundo varios parametros. No
Quadro 1 estdo apresentados os diversos tipos de classificacdo utilizada.

Quadro 1. Classificacao da deficiéncia auditiva.

PARAMETROS CLASSIFICACAO REFERENCIAS

Tipo ou local da Condutiva: alteracdo da orelha externa ou | ALFORD et al.,

alteracédo média 2014;
Neurossensorial:  alteracbes na orelha | CUNNINGHAM,;
interna (na cdclea ou no ganglio espiral) TUCCI, 2017

Mista: combinacdo do tipo condutiva e
neurossensorial

Clinica Sindrémica: quando apresenta associacdo | ALFORD et al.,
com outras caracteristicas clinicas, como | 2014

18




por exemplo, dismorfias, deficiéncia
intelectual, alterac6es cardiacas, polidactilia,
dentre outros

N&o Sindrémica: quando ndo apresenta
associagdo com outras caracteristicas
clinicas, ou seja, quando a perda auditiva é o
unico fendtipo presente

Inicio da perda Congénita: observada desde o nascimento ALFORD et al,
auditiva Pré-lingual: observada antes do | 2014
desenvolvimento da fala
Pds-lingual: observada  depois  do
desenvolvimento da fala
Lateralidade ou Unilateral ou assimétrica: afeta somente um | ALFORD et al.,,
simetria dos lados (direito ou esquerdo) 2014
Bilateral ou simétrica: afeta ambos os lados
(direito e esquerdo)
Estabilidade Progressiva: limiares aumentam ao decorrer | ALFORD et al.,
do tempo 2014
Estacionaria: limiares ndo variam ao
decorrer do tempo
Flutuante: limiares aumentam e diminuem
ao decorrer do tempo, ou seja, a perda
auditiva ndo é estavel
Grau Leve: limiar auditivo de 26 — 40 dB ALFORD et al.,
Moderado: limiar auditivo de 41-55 dB 2014;
Moderadamente grave: limiar auditivo de | CLARK, 1981

56-70 dB
Grave: limiar auditivo de 71-90 dB
Profunda: limiar auditivo a partir de 91 dB

A seguir apresentamos de maneira mais aprofundada a classificacdo clinica,

assim como exemplos de patologias.

1.2.1 Deficiéncia auditiva sindromica

A deficiéncia auditiva sindrémica ¢ a deficiéncia auditiva acompanhada de outras
caracteristicas clinicas (KOFFLER; USHAKOV; AVRAHAM, 2015). Estima-se que
30% dos casos de deficiéncia auditiva sejam sindromicos (ALFORD et al., 2014;
FRIEDMAN et al., 2003; KOFFLER; USHAKOV; AVRAHAM, 2015). Mais de 500
sindromes que incluem deficiéncia auditiva ja foram descritas, (CUNNINGHAM,;

TUCCI, 2017) sendo que foram observados padrdo de heranca autossdbmico recessivo,
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autossomico dominante, ligado ao X e mitocondrial (ALFORD et al., 2014). Abaixo
estdo brevemente descritas sindromes que apresentam a deficiéncia auditiva como uma
de suas caracteristicas. As sindromes aqui descritas sdo consideradas as mais conhecidas
(KOFFLER; USHAKOV; AVRAHAM, 2015).

1.2.1.1 Sindrome branquio-oto-renal

A Sindrome branquio-oto-renal (BOR) (OMIM 113650) apresenta um padrdo de
heranga autossdbmico dominante, cuja incidéncia estimada € de 1:40000 (SONG, M. H.
et al., 2013) e é considerada a deficiéncia auditiva sindrdmica com etiologia genética
mais comum (LINDAU et al., 2014). O fendtipo € caracterizado por 1) fistulas
branquiais ou cistos, Il) deficiéncia auditiva neurossensorial, condutiva ou mista
(defeitos estruturais dos ouvidos externo, médio e interno) e Ill) anormalidades renais
(SMITH; SCHWARTZ, 1998). Variantes no gene EYAL sdo as mais comuns, com 40%
dos casos; variantes nos genes SIX1 e SIX5 também foram descritas (LINDAU et al.,
2014; SONG, M. H. et al., 2013).

1.2.1.2 Sindrome de Waardenburg

A Sindrome de Waardenburg é uma doenca genética e clinicamente heterogénea,
0 que faz com que seja classificada em quatro tipos: tipo | (OMIM 193500), tipo Il
(OMIM 193510), tipo Il (OMIM 148820) e tipo IV (OMIM 277580). A incidéncia
estimada varia entre 1:40000 e 1:42000 (ROSA JUNIOR et al., 2019; SONG, J. et al.,
2016). O fendtipo pode abranger caracteristicas clinicas como deficiéncia auditiva
neurossensorial congénita, distarbios pigmentares da iris, pigmentacdo da pele e/ou
cabelos andmala, distopia canthorum e alargamento da sobrancelha medial (READ;
NEWTON, 1997; SONI; KUMAR, 2010). Caracteristicas e genes da Sindrome de

Waardenburg se encontram no Quadro 2.

Quadro 2. Diferenciacdo entre os quadros fenotipicos da Sindrome de Waardenburg e seus respectivos
genes associados.

Tipo | Padrédo Caracteristicas Genes Referéncias
de associados
heranca
I AD apresenta distopia PAX3 READ; NEWTON, 1997;
canthorum SONG, J. et al., 2016
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I AR/AD | ndo apresenta MITF, SNAI2 | READ; NEWTON, 1997;

distopia canthorum | e SOX10 SONG, J. et al., 2016
Il AD associado a PAX3 READ; NEWTON, 1997;
anormalidades SONG, J. et al., 2016
musculoesqueléticas
v AR/AD | associado a Doenca | EDNS3, READ; NEWTON, 1997;
de Hirschsprung EDNRB e SONG, J. et al., 2016
SOX10

AD: autossomico dominante; AR: autossémico recessivo.
1.2.1.3 Sindrome de CHARGE

A Sindrome de CHARGE (OMIM 214800) é uma doenca genética rara e na
maioria dos pacientes é explicada por uma variante de novo. Quando herdado, apresenta
padrdo de heranca autossdbmico dominante. O Unico gene associado a sindrome, até o
presente momento, € o0 CHD7 (BLAKE; PRASAD, 2006; USMAN; SUR, 2021). A
prevaléncia estimada é de 1:10000 (BLAKE et al.,1998). E caracterizada por ter um
padrdo de anomalias congénitas, onde ha a combinacao variavel de anomalias multiplas,
incluindo malformacdes da orelha, atresia coanal, coloboma, malformacdes do coracéo,
disfuncdo do nervo craniano, defeitos do sistema nervoso central, hipoplasia genital e
caracteristicas faciais dismorficas (BLAKE; PRASAD, 2006; USMAN; SUR, 2021).

1.2.1.4 Sindrome de Usher

A Sindrome de Usher é uma doenca caracterizada por perda auditiva
neurossensorial, perda de visdo devido a retinite pigmentosa e disfuncdo vestibular
(KIMBERLING et al., 2010; MATHUR; YANG, 2014). Apresenta um padrdo de
heranca autossdmico recessivo, cuja prevaléncia é estimada em 4-17:100000
(KIMBERLING et al., 2010; MATHUR; YANG, 2014; WHATLEY, 2020). E
classificada em trés tipos com base na presenca, gravidade e progressao dos sintomas
auditivos, visuais e vestibulares: tipo 1 (OMIM 276900), tipo Il (OMIM 605472) e tipo
I11 (OMIM 276902). Caracteristicas e genes da Sindrome de Usher se encontram no

Quadro 3.
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Quadro 3. Diferenciacdo entre os quadros fenotipicos da Sindrome de Usher e seus respectivos genes

associados.

Tipo | Caracteristicas Genes Referéncias

associados

I Forma mais grave. MYOTA, MATHUR; YANG,
Os pacientes apresentam DA USH1C, 2014;
neurossensorial profunda e CDH23, WHATLEY, 2020.
disfuncéo vestibular congénitas e PCDH15,
retinite pigmentosa progressiva. USH1G e
Ocorre em Y5 dos casos de ClB2
Sindrome de Usher.

I Forma menos grave. USH2A, MATHUR; YANG,
Os pacientes apresentam DA ADGRV1e |2014,
neurossensorial (moderada a grave), | WHRN WHATLEY, 2020.
funcéo vestibular normal e retinite
pigmentosa que comeca geralmente
durante a puberdade.

Ocorre em mais da metade dos
casos de Sindrome de Usher.

Il Forma mais rara. CLRN1 MATHUR; YANG,
Os pacientes apresentam fisiologia 2014;
normal ao nascimento, com niveis WHATLEY, 2020.
variaveis de audicdo, visao e
deterioracéo vestibular ao longo do
tempo.

Ocorre em aproximadamente 2%
dos casos de Sindrome de Usher.

1.2.2 Deficiéncia auditiva ndo sindromica

A deficiéncia auditiva ndo sindrébmica é caracterizada por ndo estar acompanhada
de outras caracteristicas clinicas (VAN CAMP; WILLEMS; SMITH, 1997). Estima-se
que 70% da perda auditiva genética seja ndo sindrémica. O padréo de heranca pode ser
autossdmico recessivo (~ 80%), autossomico dominante (~ 15%), ligado ao X (~ 1%) ou
mitocondrial (~ 1%) (ALFORD et al., 2014). Em populacdes europeias, incluindo
eurodescendentes, a causa mais frequente de deficiéncia auditiva autossdmica recessiva
ndo sindrdmica é alteragdo da proteina de juncdo comunicante codificada pelo gene
GJB2 (CORDEIRO-SILVA et al., 2010; WILCOX et al., 2000).

1221 GJB2
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O gene GJB2 esta localizado na regido cromossémica 13g12.11. Diversas
mutacdes j& foram descritas como associadas com a deficiéncia auditiva. Esse é o gene
responsavel por codificar uma proteina de ligacdo gap, chamada conexina 26 (CX26), e
apresenta um unico exon (LEFEBVRE; VANDEWATER, 2000). Seis subunidades de
CX26 formam uma conexona, sendo que conexonas de duas células adjacentes se ligam
criando um canal intercelular (LEFEBVRE; VANDEWATER, 2000) que, por sua vez, €
indispensdvel para o sistema de trocas de eletrolitos e metabolitos das células
(BRUZZONE; WHITE; PAUL, 1996). Na coclea, esses canais Sdo responsaveis por
manter a homeostase de ions de potassio nas células ciliadas, cuja fungéo é transformar
o0 estimulo sonoro em sinal bioelétrico pelo fluxo dos ions de potassio (LEFEBVRE et
al., 1990). Dessa forma, quando a CX26 ndo e codificada corretamente, ocorre uma
interrupcdo da reciclagem do potassio e a sua alta concentracdo na endolinfa dos dutos
cocleares causa uma intoxicacdo no orgao de Corti, ocasionando a perda de audicdo
neurossensorial (LEFEBVRE et al., 1990). Dentre as mutacdes no gene GJB2 que
ocasionam deficiéncia auditiva ndo sindrOmica autossémica recessiva (DFNB), a
variante ¢.35delG (rs80338939) € a mais frequente (60-85%) na populacdo europeia e
eurodescendente (ANGELI; LIN; LIU, 2012). Nos individuos afetados, esta mutacao
pode estar presente em homozigose ou heterozigose composta (CORDEIRO-SILVA et
al., 2010).

1.2.2.11 Variante ¢.35delG

A ¢.35delG é uma variante de ponto, a delecdo de uma guanina (G) em uma
sequéncia de seis guaninas, que se estendem da posi¢cdo 30 a 35 dos nucleotideos, no
exon codificante do gene da CX26, resultando na formacdo de um cddon de terminacao.
Esta delecdo resulta na sintese de um polipeptidio incompleto, com 12 aminoacidos, em
vez do normal, com 226 (CORDEIRO-SILVA et al., 2010; PIATTO et al., 2005). E
uma variante na regido exonica, de efeito frameshift (variante de mudanca de quadro de

leitura) e frequéncia de 0,62%.

Essa variante é a causa genética mais comum da deficiéncia auditiva nao
sindrémica. A prevaléncia desta variante foi estimada em diversos paises, tendo sido
observada uma grande variacdo nas diversas populacdes. Com exce¢do de europeus e

eurodescendentes, a implicacdo da ¢.35delG na perda auditiva é rara, levando a hipotese
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de que esta é uma variante fundadora entre populacdes de ascendéncia europeia
(LEBEKO et al., 2015).

Estudos de prevaléncia dessa variante foram realizados tanto em amostras
populacionais de individuos com audi¢do normal, como de individuos afetados. Para a
realizacdo desses estudos, as amostras podem ser coletadas de pessoas de todas as faixas
etarias - recém-nascidos, criangas e/ou individuos adultos - podendo ser de uma cidade,

um estado, um pais ou até mesmo um continente.

Considerando populacdes de individuos com audicdo normal, no estado de Nova
lorque (EUA), em triagem realizada em uma populacdo de 2089 neonatos, foi
encontrada a prevaléncia de 1,29% de heterozigotos para a variante c.35delG
(FITZGERALD et al., 2004). Em uma revisdo sistematica sobre a prevaléncia da
variante ¢.35delG no Oriente Médio, abrangendo 15 populacdes, a prevaléncia minima
foi de 0% na Palestina e a maxima foi de 3,39% em Judeu Persa (KOOHIYAN;
KOOHIAN; AZADEGAN-DEHKORDI, 2020).

Em Campinas (SP, Brasil), um estudo considerando neonatos com audicdo
normal detectou 6/620 neonatos com a variante c.35delG, onde todos 0s seis eram
heterozigotos; a prevaléncia de portadores da variante foi de 0,97%, aproximadamente
1:103 heterozigotos (SARTORATO et al., 2000). Em um estudo realizado com
neonatos do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto, a variante foi encontrada em
5/223 individuos, sendo que todos os 5 eram heterozigotos; a prevaléncia foi de 2,24%,
aproximadamente 1:44 heterozigotos (PIATTO et al., 2005). Outro estudo, realizado em
quatro regides brasileiras (norte, nordeste, sudeste e sul), encontrou a variante ¢.35delG
em 25/1856 recém-nascidos, sendo que todos os 25 eram heterozigotos; a prevaléncia de
portadores da variante foi de 1,35%, aproximadamente 1:74 heterozigotos (OLIVEIRA
et al., 2007).

No caso de individuos com deficiéncia auditiva ndo sindrémica, a contribuicéo
da variante c.35delG tem uma grande variagdo entre diferentes populaces,
demonstrando a heterogeneidade genética existente entre os diversos paises. Em Oma a
contribuicéo foi de 0% (SIMSEK et al., 2001), na Espanha foi de 55% (RABIONET et
al., 1999) e na Italia de 88% (RABIONET et al., 1999).
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Uma série de estudos acerca da prevaléncia desta variante em individuos com
deficiéncia auditiva foi realizada no Brasil (Quadro 4). Observa-se que a maior

frequéncia alélica foi em S&o Jose do Rio Preto e a menor em Belém.

Quadro 4. Prevaléncia da variante 35delG em pacientes com deficiéncia auditiva no Brasil.

Local do estudo n Pacientes Pacientes Referéncias
homozigotos | heterozigotos
Belém (PA) 77 1 6 DE CASTRO et al., 2013
Campinas (SP) 75 2 4 PFEILSTICKER et al., 2004
Espirito Santo (ES) 77 3 5 CORDEIRO-SILVA et al., 2010
Minas Gerais (MG) 53 0 9 SCHUFFNER et al., 2018
Porto Alegre (RS) 37 3 4 MOTTA et al., 2012
S&0 José do Rio Preto (SP) 33 5 4 PIATTO etal., 2004
Séo Paulo (SP) e Parana (PR) | 300 22 15 BATISSOCO et al., 2009
TOTAL 652 36 47

1.2.3 Genes associados a deficiéncia auditiva

Para a deficiéncia auditiva autossomica recessiva, variantes nos genes GJB2,
SLC26A4, MYO15A, OTOF, CDH23 e TMC1 estdo mais frequentemente observadas
(ANGELI; LIN; LIU, 2012; MEENA; AYUB, 2017). Para a deficiéncia auditiva
autossomica dominante, observam-se mutagdes em WFS1, MYO7A e COCH (ANGELLI;
LIN; LIU, 2012). Para a populacdo afrodescendente (afro-americanos, afro-brasileiros,
camaroneses, ganeses, quenianos/sudaneses, sul-africanos “black south african”, sul-
africanos da Provincia de Limpopo, tribo Yoruba e ugandeses) com deficiéncia auditiva
néo sindrdmica, os genes causadores mais frequentes sdo: GJB2, MARVELD2, MYO3A,
MYO6, MYOT7A, POUS3F4, SIX1, SLC26A4, TRIOBP, MT-CYB, MT-ND3 e MT-RNR1
(RUDMAN et al., 2017).

Os genes MYOT7A, POU3F4, SIX1, SLC26A4 e WFS1 estdo associados tanto na
deficiéncia auditiva sindrébmica quanto na ndo sindrébmica. O gene CDH23 esta
associado, unicamente, a deficiéncia auditiva sindrémica. Os genes COCH, GJB2,
MARVELD2, MYO3A, MYO6, OTOF, TMC1, TRIOBP, MT-CYB, MT-ND3 e MT-RNR1

estdo associados a deficiéncia auditiva ndo sindromica.
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Os genes aqui descritos foram selecionados por serem causai tanto para a

deficiéncia auditiva sindrémica quanto para a ndo sindrémica.

1.2.3.1 SLC26A4

Também conhecido como gene PDS, esta localizado na regido cromossdmica
7022.3. Variantes no gene SLC26A4 sdo conhecidamente causativos da Sindrome de
Pendred (OMIM 274600) e da deficiéncia auditiva autossomica recessiva 4, com
aqueduto vestibular alargado (EVA) (OMIM 600791). Esse gene codifica um
transportador de anions conhecido como pendrina. Essa proteina é expressa nas células
epiteliais cocleares da proeminéncia espiral, células da raiz, nas células fusiformes da
estria vascular, na membrana apical das células epiteliais do saco endolinfatico e nas
células epiteliais que circundam as células ciliadas do saculo, utriculo e ampola. A
maioria das variantes missense associadas a deficiéncia auditiva leva a perda de funcao
de pendrina com retencdo intracelular (ALPER; SHARMA, 2013).

1.2.3.2 MYO7A

Esse gene esta localizado na regido cromossémica 11g13.5. Variantes no gene
MYO7A sdo conhecidamente a causa da Sindrome de Usher tipo IB (OMIM 276900),
deficiéncia auditiva ndo sindrémica autossémica recessiva (OMIM 600060) e
deficiéncia auditiva ndo sindrdbmica autossémica dominante (OMIM 601317) (TOMS;
PAGARKAR; MOOSAJEE, 2020). Esse gene codifica uma miosina ndo convencional,
que é constituida por 55 exons (MEENA; AYUB, 2017). Miosinas nao convencionais
sdo moléculas motoras com cabecas estruturalmente conservadas que se movem ao
longo dos filamentos de actina (WEIL et al., 1995). A miosina VIIA é geralmente
expressa em tecidos epiteliais da retina e do ouvido interno. As células ciliadas e os
estereocilios do ouvido interno contém principalmente a proteina miosina VIIA (Meena
R, 2017).

1.2.3.3 SIX1

Esse gene esta localizado na regido cromossémica 14g23.1 e codifica um fator
de transcricdo. Variantes no gene SIX1 foram descritos como a etiologia de
determinados tipos de deficiéncia auditiva autossomica dominante (OMIM 605192) e
de BOR (KOCHHAR et al., 2008; LINDAU et al., 2014). Durante a organogénese de
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mamiferos, um complexo SIX1-DACH regula a proliferacdo celular e a apoptose. SIX1
tem dois dominios evolutivamente conservados: o dominio SIX (SD) é responsavel
pelas interagOes proteina-proteina, e 0 homeodominio (HD) é essencial para a ligacéo
proteina-DNA (KOCHHAR et al., 2008).

1.3 Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

O sequenciamento de Sanger é considerado como da primeira geracdo de
sequenciamento de nucleotideos. Por essa técnica, um pequeno fragmento do DNA é
sequenciado por vez. Com o advento de novas tecnologias, o sequenciamento em larga
escala, intitulado sequenciamento de nova geracdo (NGS) ou sequenciamento massivo
em paralelo (MPS), se tornou possivel. Devido & reducdo de custo e de tempo
empregado para a analise de NGS, testes genéticos (abrangendo genotipagem, anélise
de genes Unicos, painéis de genes, exomas, genomas, transcriptoma, epigenoma e
metagenoma) se tornaram cada vez mais utilizados, tanto na medicina diagnostica,
quanto na pesquisa (RICHARDS et al., 2015).

O sequenciamento de nova geracdo vem sendo também utilizado na busca da
etiologia genética da deficiéncia auditiva, sendo que ja foi aplicado em pesquisas do
grupo de pesquisa ao qual a presente dissertacdo estd vinculada. Em Sakata (2016) foi
realizada a técnica de analise cromossdmica por microarray (CMA), utilizando chips
CytoScan 750k Array (Affymetrix) para identificar alteracbes submicroscépicas, com o
intuito de explicar o quadro clinico de pacientes com deficiéncia auditiva sindrémica;
em Lima (2018) foi desenvolvido um painel de exoma direcionado para diagndéstico de
deficiéncia auditiva sindrémica; em Campos (2021) foi realizado sequenciamento de
exoma direcionado, utilizando o painel SeqCap EZ Inherited Disease Panel e exoma
completo para buscar a etiologia genética do deficiéncia auditiva em pacientes de Boca
da Mata (Alagoas).

O sequenciamento do genoma completo (GWS) pode cobrir até 98% de todo o
genoma humano, enquanto o exoma (WES) cobre apenas 1-2% do genoma, mas quase
95% das regides de codificacdo (ALFARES et al., 2018). Estima-se que 85% das
variantes causais estejam no exoma (MAJEWSKI, et al., 2011; PEERSEN et al., 2017).
Além disso, as variantes exonicas sdo causais para a maioria das doengas monogénicas
(KUHLENBAUMER, et al., 2010; PEERSEN et al., 2017).
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1.3.1 Achados Incidentais

A medida que o sequenciamento passou a ser realizado em larga escala,
surgiram questionamentos, dentre eles o grande desafio da definicdo dos limites de
andlise de dados. Quando a amostra de um paciente é analisada utilizando NGS,
principalmente em analise de exoma e genoma, um grande numero de variantes, além
das de interesse para a resolucdo do caso em questdo, pode ser detectado. Embora
muitas dessas variantes ndo sejam clinicamente relevantes ou ndo sejam interpretaveis,
uma minoria pode ter implicagfes médicas importantes para o individuo sequenciado,
bem como para outros membros da familia. Essas variantes sdo intituladas “achados

incidentais” (WATSON, 2015).

Em marco de 2013, o Colégio Americano de Genética Médica e Gendmica
(ACMG) destacou 57 genes para 0s quais variantes patogénicas estdo associadas a
predisposicdo de uma doenga. Os genes foram escolhidos com base na possibilidade da
realizacdo de tratamentos precoces para doengas que ainda ndo se manifestaram e que
representam grande risco futuro, tendo como consequéncia direta reduzir morbidade e
mortalidade de pacientes diagnosticados (GREEN et al., 2013). A (ltima versdo da lista
foi publicada em 2021 e conta com 73 genes (MILLER et al., 2021).

O langamento deste conjunto de recomendacdes ndo esclareceu, em um
primeiro momento, se a analise desses 57 genes era obrigatdria ou ndo. Em marco de
2014, a ACMG atualizou suas recomendacdes: 0s pacientes podem recusar a analise de
genes ndo relacionados a indicacdo do teste; a decisdo deve ser tomada durante o

processo de consentimento informado antes do teste (WATSON, 2015).
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1.3.2 Achados Secundarios

A andlise de NGS pode, ainda, identificar variantes causais que nao respondam a
pergunta inicial do teste ou ndo se enquadrem como achados incidentais. Nesses casos,

optou-se por usar o termo “achados secundarios” ao se referir a essas variantes.

Os achados secundarios podem, portanto, ajudar a elucidar todo o quadro clinico
dos pacientes, ou seja, caso o0 paciente tenha outras doencas/sindromes genéticas, as

variantes causais serdo consideradas achados secundarios.
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2. JUSTIFICATIVA

A deficiéncia auditiva é considerada o distdrbio sensorial mais comum, afetando
aproximadamente um em cada mil individuos no nascimento ou durante a primeira
infancia. Pode estar relacionada a causas genéticas, ambientais ou a uma combinacao de
ambas. Com relagdo as causas genéticas, foco do presente trabalho, observa-se que o
melhor conhecimento associado a ampliagdo no repertorio de novas tecnologias, vem
permitindo o encontro do diagnostico molecular para um nimero muito maior de casos.
O diagndstico molecular de deficiéncia auditiva no Distrito Federal, em particular na
rede publica de salde, é ainda deficitario. Neste trabalho buscou-se contribuir na busca
da etiologia genética de casos de deficiéncia auditiva, visando ndo s6 possibilitar um
melhor aconselhamento genético das familias envolvidas, como também expandir o

conhecimento a respeito.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral
O objetivo principal deste trabalho € buscar a etiologia genética para casos de

deficiéncia auditiva sindrémica e ndo sindromica em pacientes do Distrito Federal.

Objetivo especifico
e Implantar e realizar triagem da variante c.35delG em pacientes dos ambulatorios

de genética e otorrinolaringologia do Hospital Universitario de Brasilia.

e Buscar a etiologia genética de casos de deficiéncia auditiva utilizando a
metodologia de analise de exoma e, por consequéncia, contribuir para o

diagnostico molecular dessa patologia.

e Auvaliar o sucesso diagndstico utilizando as metodologias eleitas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este trabalho integra o projeto intitulado “Desenvolvimento de diagndstico
molecular e fluxograma laboratorial para deficiéncia auditiva n&o sindrémica de
etiologia genética”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, numero CAAE 58055816.3.0000.0030 e
parecer nimero 1.874.081 (ANEXO 1). Os pacientes recrutados e/ou seus responsaveis
foram informados a respeito dos objetivos e metodologias do projeto de pesquisa, assim
como sobre o sigilo a respeito de suas identidades. Aqueles que concordaram em
participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE; no caso

de pacientes menores de idade, o TCLE foi assinado por seus responsaveis legais.

4.2 Selecdo de Pacientes

Os pacientes foram recrutados no Hospital Universitario de Brasilia (HUB) nos
ambulatdrios de otorrinolaringologia e de genética. Foram recrutados 27 pacientes 0s
quais cumpriam os critérios de inclusdo e nao foram excluidos. Os seguintes critérios

foram utilizados para a inclusdo dos pacientes:

e Ter diagnostico clinico de deficiéncia auditiva sindrébmica ou ndo sindrémica
com proposta de etiologia genética;

o Nao ter diagnéstico molecular definido;

e Ser paciente dos ambulatérios de otorrinolaringologia ou de genética do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB).

Ao final, foram recrutados 27 pacientes oriundos dos ambulatorios de
Otorrinolaringologia (n=14) e de Genética (n=13) do Hospital Universitario de Brasilia,
que consentiram com a sua participagcdo ou a de seu dependente no projeto ao assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —-TCLE (ANEXOS 2, 3 e 4). Desses
pacientes, 15/27 eram do sexo feminino, 16/27 tem diagnostico clinico ndo sindrémico,
6/27 séo filhos de pais consanguineos e 12/27 alegam ter algum parente com perda
auditiva/deficiéncia auditiva precoce.
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Para os pacientes oriundos do ambulatorio de otorrinolaringologia, optou-se por
renomear as amostras dos pacientes seguindo o cédigo DA 01, DA 02, DA_03 e assim
por diante. Para os pacientes oriundos do ambulatério de genética, optou-se por manter

a nomenclatura interna do ambulatorio para cada paciente.

4.3 Coleta de material bioldgico

A coleta de material biologico foi feita no Laboratorio de Emergéncia do
Hospital Universitéario de Brasilia. O sangue dos pacientes foi coletado em um tubo com
EDTA. Esse tubo, por sua vez, foi encaminhado ao Laboratério de Genética da
Faculdade de Medicina da UNB, no campus Darcy Ribeiro. O armazenamento das
amostras foi eleito de acordo com o tempo até a extracdo. Quando a extracdo de DNA
foi feita em até um dia ap6s o recebimento da amostra, esta foi guardada em geladeira,
com resfriamento de 4-6°C. Quando a extracdo de DNA foi feita depois de um dia apds

0 recebimento da amostra, esta foi guardada no freezer, com temperatura de -12°C.

4.4 Extracao e quantificacdo de DNA

A extracdo de DNA a partir de sangue total foi feita segundo protocolo adaptado
do kit comercial Gentra Purigene Blood kit (https://www.giagen.com). O protocolo
(ANEXO 5) consiste na lise celular com detergente na presenca de um estabilizador de
DNA, precipitacdo de proteinas e contaminantes, precipitacdo do DNA em isopropanol
100% e remocdo de residuos com etanol 70% e diluicdo do DNA em TE 1X (ou agua
mili-Q). Apos a extracdo de DNA a partir do sangue coletado, o material genético foi
avaliado qualitativamente e quantitativamente utilizando o sistema NanoDrop™ 2000
(Thermo Scientific) (ANEXO 6). Consecutivamente, foi feita a diluicdo de parte do

material genético para uma concentracdo de DNA de 20ng/uL.

4.5 Analise da presenca da mutacao c¢.35delG

Tendo em vista que mutacdes no gene GJB2 sdo a causa mais comum de perda
auditiva em pacientes ndo sindrébmicos e que a mutacdo mais comum € a ¢.35delG
(observada em até 70% dos casos), optou-se por sequenciar a regido contendo essa
mutacdo (fragmento de 1007 pb) como forma de triagem, utilizando os seguintes

primers:
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Primer F: 5> ACCTGTTTTGGTGAGGTTGTGT 3’
Primer R: 5 GCATCTGGAGTTTCACCTGAG 3’

Foi realizada amplificacdo por PCR, utilizando os seguintes parametros: estagio
1) 1 ciclo de 95°C por 1 minuto; estagio 2) 34 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto e 30 segundos; estagio 3) 1 ciclo de 72°C por 5 minutos e
4°C . Os reagentes utilizados e suas respectivas concentracdes encontram-se na tabela
1.

Tabela 1. Concentracdes dos reagentes na solucdo de reacdo de PCR para amplificacdo da regido
contendo a mutagdo c.35delG.

Reagente Concentracao pl por amostra  Final
(solucéo de trabalho)

H,0 28.3
MgCl, 50 mM 15 1.5mM
Buffer 10X 5.0 1X
dNTPs 2mM 6.0 0.24mM

Primer 1 F 15 pmoles/pul 2.0 0.6uM
Primer 2R 15 pmoles/pl 2.0 0.6uM
Taq s5U0/ul 0.2 1U
Amostra de DNA Variavel até 5 100ng
Total 50.0

Apbs a PCR, foi realizado um checkpoint, por meio da técnica de eletroforese,
onde se averiguou se houve a amplificacdo do produto do PCR. Para tal, utilizou-se gel
de agarose 1% (1g de agarose em 100mL de TBE) com a adigdo de 5uL de brometo de
etidio. A eletroforese foi realizada com os seguintes parametros: 100 Volts e 120
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Amperes por 60 minutos. A analise do gel foi feita com o uso de um transluminador

com luz UV.

Os fragmentos de DNA obtidos na PCR foram purificados com a enzima
EX0SAP - IT™ Express da Applied Biosystems®, utilizando o protocolo oferecido pelo
fabricante. Em um microtubo de 0,2mL, o produto de PCR (5 pl) foi tratado com o
reagente EXoSAP-IT Express (2 ul). O tratamento foi realizado a 37 ° C por 4 minutos,
seguido por um periodo de incubacdo a 80 ° C por 1 minuto para inativar

irreversivelmente ambas as enzimas.

Depois de purificados, os produtos de PCR foram preparados para as reacgoes de
sequenciamento em ambas as dire¢Ges utilizando ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, polimero POP-7 para ABI 3130 e 3130xL e o aparelho ABI 3730
(Applied Biosystems). Foram preparados dois microtubos para cada amostra, um tubo
com a reacdo do primer F e outro com a reacdo do primer R (Tabela 2). Apo6s, 0s
microtubos contendo a solucdo de reagdo foram colocados no termociclador para a

realizacdo da reacdo de sequenciamento (Tabela 3).

Tabela 2. Solucdo de reagdo para sequenciamento da regido contendo a mutacdo c.35delG.

Reagente pl por amostra
BigDye® Terminator v3.1 2.0
5x Sequencing Buffer 1.0
Primer F ou R (10 pmoles/ pl) 1.0
H20 4.0
Produto de PCR purificado 2.0
Total 10.0

Tabela 3. Informag6es dos ciclos no termociclador para o sequenciamento.

Etapa Temperatura (°C) Tempo
1. desnaturagéo 95 20 seg
2. hibridacéo ** 15 seg
3. extenséo 72 1 min
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4. repetir 30X
a partir da 1° etapa
5. Frio 10 oo

6. Fim

Para a purificacdo do produto da reagdo de sequenciamento, preencheu-se a
placa MultiScreen® - HV (MILLIPORE) com Sephadex™ G-50 em Fine, utilizando a
Multiscreen Column Loader 45UL, hidratando cada coluna com 300 pL de agua estéril.
Em seguida a placa foi acoplada em uma placa coletora e centrifugada a 2100 rpm por 5
minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e 150uL de agua estéril
foi adicionado em cada coluna, seguida de centrifugacdo a 2100 rpm por 8 minutos.
Descartou-se o0 sobrenadante e a placa com Sephadex foi acoplada a uma nova placa.
Acrescentou-se 5uL de dgua milli-Q em cada amostra, assim como 15uL do produto da
reacdo de sequenciamento sobre o Sephadex. Em seguida houve nova centrifugacéo de
2100 rpm por 5 minutos; apds, desprezou-se a placa de Sephadex. A placa com as
amostras eluidas foi vedada com selo e identificada. As sequéncias geradas foram
comparadas com a sequéncia referéncia do gene GJB2 (sequence ID: NG_008358.1)
para averiguacdo da mutacdo c¢.35delG, utilizando o software Chromas LITE versédo

2.1.1 da Technelysium Pty Ltd com sede na Austrélia.

4.6 Exoma

As amostras de DNA selecionadas para o sequenciamento de exoma completo
(WES) foram enviadas para a empresa Macrogen® com sede em Seul, Coréia do Sul.
Antes do processamento das amostras, elas passaram por um teste de qualidade interno
da Macrogen® e as amostras qualificadas seguiram para a etapa seguinte do processo: a
construcdo da biblioteca. A metodologia solicitada para o sequenciamento foi a Illumina
NGS.

De acordo com o relatorio enviado pela Macrogen®, a construgédo da biblioteca
de sequenciamento consistiu na preparacdo por fragmentacdo aleatoria da amostra de

DNA, seguida por ligacdo de adaptador 5' e 3'. Alternativamente, a marcagdo combinou
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as reacOes de fragmentacdo e ligacdo em uma Unica etapa. Os fragmentos ligados ao

adaptador foram amplificados por PCR e purificados em gel.

Para geracao de cluster, a biblioteca foi carregada em uma célula de fluxo onde
os fragmentos foram capturados pelos oligos ligados & superficie complementar aos
adaptadores da biblioteca. Cada fragmento foi amplificado em clusters clonais distintos
pela amplificacdo em ponte. Quando a geracdo do cluster foi concluida, os modelos
ficaram prontos para o sequenciamento. A tecnologia Illumina SBS utiliza um método
patentcado “baseado em terminador reversivel” (reversible terminator-based) que
detecta bases Unicas & medida que foram incorporadas as fitas do molde de DNA. Ao
final do sequenciamento, o sequenciador Illumina gera imagens brutas utilizando
software de controle de sequenciamento para controle do sistema e base calling
(chamada de base), por meio de um software de analise primaria integrado, chamado
RTA (Real Time Analysis). O BCL (base call) bindrio é convertido em FASTQ
utilizando o pacote Illumina bcl2fastq. Os adaptadores ndo sao retirados das leituras. Os

dados assim obtidos nos foram enviados pela Macrogen®.

4.7 Plataforma Franklin

A plataforma utilizada para a analise dos exomas foi a plataforma de software
online Franklin, da Genoox (https://franklin.genoox.com - Franklin by Genoox); essa
plataforma vem sendo utilizada em diversos estudos (BENITO et al, 2022,
UZUNHAM; AYAZ, 2022), incluindo estudos relacionados a deficiéncia auditiva
(ALMAGOR et al, 2020) Essa plataforma possui um mecanismo de priorizacdo e
interpretacdo de variantes, baseado em inteligéncia artificial (I1A), que coleta evidéncias
de uma variedade de fontes, como de bancos de dados publicos e da literatura. Apos
analisar fatores como classificacdo da variante, associacdo do gen6tipo com o histérico
clinico/fenétipo, segregacdo familiar e modelo de heranga conhecido para o
gene/doenca, a plataforma evidencia variantes consideradas causais.

A plataforma possui um sistema de filtragem de variantes de facil utilizacdo e
permite o upload de painel de genes personalizado. A configuragdo usada para filtrar as
variantes pode ser salva e utilizada em todas as amostras.

H4, para cada variante encontrada no paciente, a possibilidade de acessar artigos
publicados sobre a mesma variante e/ou 0 mesmo gene através da propria plataforma
(Figura 3). Isso se da devido a um banco de dados de literatura avancada e atualizada.
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Variant Scope | Genoox NLP | BMC Med Genomics | 2018 | PMID:29986705 (2 R
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Ser298 of MITF, a mutation site in Waardenburg syndrome type 2, is a phosphorylation site with functional significance.

(7303A) | (microphthalmia ) (Waardenburg syndrome type 2 )

v

Figura 3. Banco de dados de literatura da Plataforma Franklin. Em destaque, no retangulo vermelho, é

possivel observar a opg¢do “publicacdes”.

4.8 Analise dos Exomas

Os dados de cada amostra foram inseridos na plataforma Franklin. Para uma
analise mais direcionada, foram selecionados genes associados a deficiéncia auditiva,
que eram os descritos na literatura até o momento da anélise (ANEXO 7). Esse painel
foi intitulado “Genes D.A.” e foi utilizado como um painel virtual.

A andlise das amostras foi realizada em trés passos:
I. analisar as variantes sugeridas automaticamente pela plataforma;

Il. adicionar o painel “Genes DA” e utilizar os filtros disponiveis pela

plataforma, para restringir ao maximo os parametros de pesquisa de variantes;

I1l. usar parametros menos restritos, visando aumentar o nimero de variantes

potencialmente causais (Tabela 4), mantendo o painel “Genes DA”.

Tabela 4. Filtros e parametros utilizados para analise de exoma.

Filtros 2° Passo 3° Passo
Parametros Parametros
Fenotipos deficiéncia auditiva, perda auditiva deficiéncia auditiva
Classificacao Patogénica, Provavelmente Patogénica, Provavelmente
/Predicéo Patogénica, Possivelmente Patogénica, Possivelmente
Patogénica, VUS (variante de Patogénica, VUS (variante de
significado incerto significado incerto
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Painel

Regido

Efeito

Frequéncia

Confianca

Zigose

Genes D.A. Genes D.A.

Exonica, doador de splicing(+2), Exonica, doador de splicing(+2),
receptor de splicing (-2), regido de  receptor de splicing (-2), regido de
splicing (+-3>10)) splicing (+-3>10)

De sentido contrério, Stop Gain, Stop  De sentido contréario, Stop Gain, Stop
Loss, Start Loss, Start Gain, Loss, Start Loss, Start Gain,

mudanca de quadro de leitura,  mudanca de quadro de leitura, sem
sem mudanca de quadro de leitura, mudanca de quadro de leitura,
Outro Outro
Frequéncia agregada: N / A, Muito Frequéncia agregada: N / A, Muito
Raro, EXAC (Todos): N/ A, Muito Raro, EXAC (Todos): N/ A, Muito

Raro Raro
Frequéncia Interna: N/ A, Muito
Raro, Raro
Baixa, média, alta Baixa, média, alta

- Homozigoto, heterozigoto
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem 35delG

A triagem por sequenciamento da delecdo c.35delG (rs80338939) foi realizada
para 26/27 pacientes, onde a variante c¢.35delG foi detectada em homozigose em um
paciente (DA _06) e em heterozigose em dois pacientes (DA _15 e 11284) (Tabela 5).

A variante ¢.35delG ocasiona deficiéncia auditiva ndo sindromica autossomica
recessiva. Para que ela seja causal para a deficiéncia auditiva, precisa estar em
homozigose ou heterozigose composta no paciente. Dessa maneira, a homozigose da
variante ¢.35delG explica molecularmente o fenétipo do paciente DA_06 (Figura 4). Por
outro lado, a observacdo da heterozigose no paciente DA _15 (Figura 5) ndo explica,
molecularmente, o seu fendtipo. Para que a variante ¢.35delG seja causal, ela deve estar
associada a outra variante relacionada a deficiéncia auditiva. Tendo uma analise
molecular inconclusiva, devido ao fato desse paciente ter somente a triagem para a
variante ¢.35delG, se faz necessario salientar que novas analises moleculares devem ser

realizadas.
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Figura 4. Eletroferograma do paciente DA_06. Em destaque, no retangulo vermelho, é possivel observar a

presenca de cinco guaninas ao invés de seis, evidenciando a variante 35delG em homozigose.
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Flgura 5 Eletroferograma do pauente DA 15. Em destaque no retangulo vermelho é posswel |dent|f|car

a variante 35delG em heterozigose. Variante de mudanca de quadro de leitura.

Caso similar se aplica ao paciente 11284 (Figura 6), que € heterozigoto para a
variante c.35delG, ou seja, essa variante sozinha ndo explica, molecularmente, o seu
fenotipo. Porém, foi possivel a realizacdo da técnica de exoma como analise posterior e,
com isso, observar a presenca da variante ¢.550C>T em heterozigose no gene GJB2.
Para que essas duas variantes expliguem molecularmente o quadro de deficiéncia
auditiva do paciente, elas precisam estar em alelos diferentes, ou seja, 0 paciente precisa
ter heterozigose composta. Uma forma de verificar se o paciente tem heterozigose
composta é verificando se ha a presenca das variantes ¢.550C>T e 35delG nos pais.
Caso as duas variantes sejam verificadas s6 no pai ou s6 na mée, nao ha heterozigose
composta, pois se encontram no mesmo alelo; caso um dos pais tenha a variante

¢.550C>T e o0 outro a variante 35delG, entéo se confirma a heterozigose composta.
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Figura 6. Eletroferograma do paciente 11284. Em destaque, no retangulo vermelho, é possivel identificar

a variante 35delG em heterozigose. Variante de mudanca de quadro de leitura.

Sobre os 2/27 pacientes sem resultado da triagem: o paciente DA_16 teve um
resultado inconclusivo na triagem da variante ¢.35delG e outro sequenciamento sera

realizado. O paciente 10765 teve seu DNA enviado para a realizacdo do exoma
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juntamente com o DNA dos outros pacientes oriundos do Ambulatério de Genética;

tendo isso em vista, optou-se por ndo realizar a triagem da variante c.35delG.

5.2 Exomas

O exoma foi utilizado somente para os pacientes oriundos do Ambulatério de
Genética. Destes pacientes, a amostra do 10598 ndo passou no controle de qualidade
interno do protocolo do exoma utilizado pela Macrogen. Portanto, o exoma foi realizado
em 12 pacientes.

Dos 12 pacientes, o exoma auxiliou no diagndstico molecular da deficiéncia
auditiva em sete pacientes sindromicos (10727, 10765, 10970, 11089, 11178, 11284 e
11294) e em dois pacientes ndo sindrémicos (10941 e 11289); trés pacientes
sindrémicos (10581, 10921 e 11024) nao tiveram diagnostico molecular da deficiéncia
auditiva (Tabela 5). Abaixo estdo apresentados os quadros clinicos dos pacientes para 0s

quais realizou-se a analise de exoma.

Tabela 5. Diagnéstico genético molecular obtido para os pacientes com deficiéncia auditiva incluidos na
pesquisa.

Anélise da delecéo

35delG no gene GJB2 Analise do exoma

Amostra  Fendtipo

DA 01 NS ausente -
DA_03 NS ausente -
DA_04 NS ausente -
DA _05 NS ausente -
DA_06 NS Homozigose -
DA _07 NS ausente -
DA_08 NS ausente -
DA _09 NS ausente -
DA _10 NS ausente -
DA 11 NS ausente -
DA 12 NS ausente -
DA_13 NS ausente -
DA _15 NS Heterozigose com -
alelo normal
DA 16 NS - -
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10581 S
10598 S
10727 S
10765 S
10921 S
10941 NS
10970 S
11024 S
11089 S
11178 S
11284 S
11289 NS
11294 S

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente
ausente
ausente
Heterozigose com
alelo normal

ausente

ausente

CPT2 (c.338C>T) em heterozigose; SERPINAL
(c.863A>T) em homozigose

Né&o passou no controle de qualidade
ACTB (c.127G>T) em heterozigose

GSDME (c.145C>T) em heterozigose; GSDME
(c.146C>T) em heterozigose

Nenhuma variante associada

MCM2 ( n.523-1G>A) em heterozigose CDH23
(c.3579+2T>C) em heterozigose; CDH23
(c.1143_1176delCCTGAACAGCATGTTTGAGGTGT
ACTTGGTGGGG) em heterozigose;

Del: STRC, STRC, CKMT1B, SNOU13, RNU6-554P em
heterozigose de 4.7kb; Del: STRC, CKMT1B, RNU6-
554P em heterozigose de 1.1kb; TNNT2 (¢.692T>C)

em heterozigose

Nenhuma variante associada

EYAL (c.1523C>T) em heterozigose; PTEN (c.737C>T)

em heterozigose
MITF (c.1230G>A) em heterozigose

GJB2 (¢.550C>T) em heterozigose; GJB2 (c.35delG)
em heterozigose; KMT2D (¢.15142C>T) em
heterozigose; F8 (¢.396A>C) em hemizigose

Del: STRC, CKMT1B, SNOU13, RNU6-554P em
homozigose de 9.4kb

EYAL (1081C>T) em heterozigose; KCNQ1
(c.1040T>C) em heterozigose

S: sindrémico; NS: ndo sindrémico; em negrito: achado incidental; sublinhadas: variantes ndo associadas

a deficiéncia auditiva

Paciente 10581

Refere-se a paciente do sexo masculino, nascido em 23 de setembro de 1999,

filho de pais ndo consanguineos e sem relatos de perda auditiva na familia. Historico

familiar relata parentes do lado materno com sincope vaso-vagal e glaucoma congénito

(Figura 7).
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Figura 7. Heredograma da familia do paciente 10581.

O paciente foi encaminhado pelo endocrinologista (também é acompanhado por
neurologista) para o0 ambulatorio de genética médica do HUB. Avaliacao clinica revelou
que é um paciente sindrémico, que apresenta fenotipo de deficiéncia auditiva associado
a encefalopatia espastica bilateral, microcefalia, baixa estatura. Ainda, apresenta atraso
no desenvolvimento neuropsicomotor, mostrando dificuldade de aprendizado, e com
diagnostico de transtorno de déficit de atencdo (TDAH). Ja teve varicela, tem asma e fez
cirurgia de alongamento de tendBes aos 7 anos de idade.

De acordo com o histérico do paciente, na 332 semana de gestacdo foi realizada
uma ecografia que detectou oligoidramnio e ap6s 2 dias a mae sentiu que o feto parou
de mexer; apods 4 dias, foi realizado o parto por cesariana. Paciente nasceu com 33
semanas de gestacdo, com 1785g e Apgar 8-9 (liquido aminiotico escasso). O paciente
passou um més internado devido a pneumonia intra-uterina, pneumotoérax, meningite
neonatal, hemorragia intracraniana e crise convulsiva.

O exame de potencial evocado auditivo realizado no ano de 2000 indicou sinais
de comprometimento bilateral das vias auditivas, na porc¢do intracraniana do nervo
auditivo. As primeiras palavras foram aos 2 anos de idade e a deficiéncia auditiva
bilateral foi descoberta aos 6 anos de idade quando o exame de audiometria (realizado
em 2006) indicou deficiéncia auditiva neurossensorial severa bilateral. Faz uso de
aparelho auditivo.

Analise genética:
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A anélise do exoma revelou a presenca de duas variantes, ndo relacionadas ao
fendtipo de deficiéncia auditiva do paciente. A primeira foi uma variante deletéria
localizada no gene CPT2, a ¢.338C>T (rs74315294), j& descrita em individuos com
Deficiéncia de carnitina palmitoil transferase Il, forma miopatica (CPT 1) (OMIM
255110). Essa variante foi observada em heterozigose com o alelo referéncia e leva a
mudanca de uma serina para uma leucina na posi¢do 113 da proteina (Figura 8). A
deficiéncia de CPT Il ja foi descrita como tendo padrdo de heranga tanto autossémico
recessivo como dominante (ANICHINI et al., 2011). E um distdrbio metab6lico
hereditario que afeta a oxidacdo de &cidos graxos de cadeia longa mitocondrial
(BONNEFONT et al., 1999). A forma miopética se apresenta mais frequentemente em
criancas ou adultos jovens (BONNEFONT et al., 1999; MARTIN et al, 1999). As
manifestacBes clinicas sdo caracterizadas por: ataques de rabdomiolise, mialgia,
concentracdo elevada de &cido graxo de cadeia longa em circulagdo, aumento da
concentracdo de creatina quinase sérica, entre outros. Os sintomas podem ser
desencadeados ou exacerbados devido a exercicios fisicos prolongados, jejum
prolongado e extremos de temperatura (BONNEFONT et al., 1999; MARTIN et al,
1999). Até o presente momento, o unico gene associado a Deficiéncia de CPT Il é o
CPT2 e a variante mais comum é a p.Ser113Leu c¢.338C>T (BONNEFONT et al.,
1999; JOSHI et al, 2012; MARTIN et al, 1999).
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Figura 8. Variante ¢.338C>T identificada em heterozigose com alelo de referéncia no gene CPT2 do

paciente 10581. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

A outra variante encontrada foi a ¢.863A>T (rs17580) em homozigose no gene
SERPINAL, que leva a mudanca de um acido glutdmico para uma valina na posicéo 288
da proteina (Figura 9). Essa variante tem padrdo de heranca autossémico recessivo, é
classificada como VUS e ja foi descrita em individuos com deficiéncia de alfa-1
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antitripsina (AATD) (OMIM 613490). A AATD ¢ um disturbio autossdémico recessivo,
cujas manifestagdes clinicas sdo caracterizadas por: enfisema pulmonar, doenca hepética
e baixos niveis séricos de alfa-1 antitripsina. Até o presente momento, o Unico gene
associado a AATD ¢é o SERPINA1 (BRANTLY, 2020).
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Figura 9. Variante ¢.863 A>T identificada em homozigose com alelo de referéncia no gene SERPINA1

do paciente 10581. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

Sabendo-se que a deficiéncia de CPT Il de forma miopéatica pode ser
classificada como uma doenca autossémica dominante, a variante ¢.338C>T em
heterozigose pode ser causal para a doenca. Para a confirmacdo ou exclusdo do
diagndstico molecular de Deficiéncia de CPT Il, é necessario que haja o diagnostico
clinico e laboratorial. Esse diagndstico é feito com a deteccdo da reducdo da atividade
enzimatica da carnitina-palmitoil transferase 2. Caso o diagnostico molecular seja
confirmado, o paciente devera ser encaminhado a nutricionista; o tratamento se da
através de uma dieta rica em carboidrato e pobre em gordura. O paciente também devera
evitar jejum prolongado e exercicios fisicos intensos.

A variante ¢.863A>T em homozigose leva ao diagnostico molecular de
deficiéncia de alfa-1 antitripsina, mesmo o paciente ndo apresentando um quadro clinico
correspondente a AATD. E importante que este paciente faca o exame que detecte o
nivel sérico de alfa-1 antitripsina e que, caso este esteja baixo, que faca reposicao de
alfa-1 antitripsina. E importante que o paciente seja acompanhado por uma equipe

multidisciplinar, composta por geneticista, pneumologista, hepatologista e nutricionista.
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As variantes causais identificadas no paciente estdo associadas a duas doencas
genéticas classificadas como Erros Inatos do Metabolismo (EIM). Nenhuma variante
que explicasse o quadro de deficiéncia auditiva, encefalopatia espastica bilateral,
microcefalia e baixa estatura. A ndo identificacdo de variantes causais ndo exclui a
existéncia delas. Em casos como esse, € imprescindivel que o exoma seja reanalisado no

futuro, a medida que ocorra avango no conhecimento.

Paciente 10727

Refere-se ao paciente do sexo masculino, nascido em 26 de fevereiro de 2006.
Paciente sindrémico, cujo fenétipo de deficiéncia auditiva esta associado a deficiéncia
intelectual, dismorfias faciais e polidactilia pos-axial nos pés (removidos
cirurgicamente). Filho de pais ndo consanguineos, sendo que mée apresenta alcoolismo .
N&o h& relato de familiares com deficiéncia auditiva, mas a mée tem deficiéncia
intelectual e dismorfias faciais, sendo que o paciente apresenta fendtipo similar a mae
(Figura 10). O paciente teve atraso motor importante, sendo que sentou aos 10 meses e
andou aos 3 anos. A deficiéncia auditiva foi diagnosticada aos 10 meses. Além disso, o

paciente tem transtorno comportamental.
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Figura 10. Heredograma da familia do paciente 10727.

Ao exame fisico apresenta braquicefalia, sobrancelhas grossas levemente
arqueadas, fenda palpebral obliqua para baixo, leve ptose palpebral bilateral, raiz nasal
baixa, epicanto bilateral, filtro naso-labial longo, comissuras orais desviadas para baixo,

labio inferior grosso e vertido, denticdo andémala. As mé&os e pés do paciente
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apresentam dedos alongados. Nas md&os observou-se também coxins fetais e
aproximacédo das pregas palmares transversais a direita. Nos pés foi observado que 5°
dedo apresenta implantagdo proximal e que ha cicatrizes de excisdo de dedos
supranumerarios. Apresenta abdome plano, depressivel, sem visceromegalias. O palato
do paciente é ogival e a Gvula mostrou-se integra. Apds a identificacdo de variante
€.127G>T no gene ACTB, relatada abaixo, o paciente fez uma ressonancia magnética de
cranio, que ndo apresentou anomalias.

Em 2016 foi realizado exame de cariotipo onde foram analisadas 25 metafases
(coradas para bandamento G), obtidas da cultura temporaria de linfécitos do sangue
periférico. Todas apresentaram cromossomos normais, em numero e em estrutura. O
cariotipo determinado foi 46,XY, caracteristico de pessoa do sexo masculino. Em 2017
foi realizada investigacdo de perdas e ganhos cromossdmicos submicroscopicos pela
analise cromossémica por microarray € ndo foram detectadas alteracdes

cromossémicas.

Anédlise genética:

Na andlise do exoma observou-se a presenca da variante ¢.127G>T em
heterozigose com o alelo referéncia no gene ACTB, que leva a mudanca de uma valina
para uma leucina na posicdo 43 da proteina (Figura 11). Essa variante € classificada
como possivelmente patogénica e variantes nesse gene ja foram descritas em pacientes
com Sindrome de Baraitser-Winter 1 (OMIM 243310). A Sindrome de Baraitser-Winter
1 é um disturbio de desenvolvimento raro de heranca autossémica dominante. E
caracterizada por: deficiéncia auditiva neurossensorial, deficiéncia intelectual (leve a
grave), dismorfias faciais (trigonocefalia, fissuras palpebrais longas e largas inclinadas
para baixo, ptose bilateral, sobrancelhas arqueadas, nariz largo com uma ponta grande
bulbosa ou plana, raiz do nariz proeminente, filtro longo e leve micrognatia), coloboma
ocular (iris ou retina); também podem apresentar labio leporino e palato ogival,
lisencefalia, baixa estatura, doenca cardiaca congénita, malformacgdes geniturinarias e

microcefalia (pode se desenvolver com o tempo) (YATES, 2017).

48



Lm0 xmanizes momase sronasse Espose Lm0 ssananne

A 6 & & A T 6 6 ©6 A 6 & A T & A € 6 ¢ & T A A AA A A T
WGenes = o

Figura 11. Variante ¢.127G>T em heterozigose com o alelo referéncia identificada no gene ACTB do

paciente 10727. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

Visto que alguns pacientes podem apresentar uma ressonancia magnética
normal, considerou-se quadro clinico compativel com o diagnostico molecular de
Sindrome de Baraitser-Winter 1.

Devido a um quadro clinico semelhante entre mae e filho, e sabendo que a
Sindrome de Baraitser-Winter 1 tem padrdo de heranca autossdbmico dominante, sugere-
se que o paciente tenha herdado a variante ¢.127G>T da mé&e. N&o foi possivel a
confirmacdo da presenca da mutacdo na méde do paciente, porque ndo foi possivel

contacta-la.

Paciente 10765

Refere-se a paciente do sexo feminino, nascida em 17 de julho de 2015, com
1545g e prematura de 33 semanas, tendo passado 32 dias internada. A paciente
apresenta deficiéncia auditiva sindrémica é filha de pais ndo consanguineos e tem um

sobrinho com deficiéncia auditiva (Figura 12).
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Figura 12.Heredograma da familia do paciente 10765.

Ao exame fisico apresentou: aparente microcefalia com microbraquicefalia,
sinofre, aparente telecanto, epicanto inverso bilateral, raiz nasal baixa, ponta globosa,
narinas antevertidas, filtro médio, labios finos, mordida cruzada, térax em barril,
presenca de fosseta sacral, mdos e pés pequenos, pregas palmares normais, clinodactilia
do 5° dedo bilateralmente, sindactilia parcial entre 0 2° e 3° dedos bilateralmente e
cabelos secos.

A paciente falhou trés vezes no teste da orelhinha. O exame BERA (potencial
evocado auditivo do tronco encefélico) mostrou perda de 70% da audi¢cdo na orelha
esquerda e 50% na orelha direita. Na analise cromossdmica por microarray foi
identificado um segmento de perda de heterozigose no cromossomo 22: arr[hgl9]
22q911. 22q13.32 (22,579,821-49,380,710) hmz.

Anédlise genética:

Na analise do exoma observou-se a presenca de duas variantes no mesmo gene
gue podem estar associadas ao quadro de deficiéncia auditiva da paciente. A primeira
variante é a ¢.145C>T, observada em heterozigose com o alelo referéncia no gene
GSDME, onde ocorre a mudanca de uma prolina para uma serina na posicao 49. A
segunda variante observada foi a ¢.146C>T em heterozigose com o alelo referéncia no
gene GSDME , onde ocorre a mudanga de uma prolina para uma leucina na posi¢ao 49
(Figura 13).
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Figura 13. Variantes ¢.145C>T e ¢.146C>T identificadas no gene GSDME do paciente 10765. Imagem

gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

A paciente ja possuia analise de exame molecular prévio (microarray) onde foi
identificada alteracdo no cromossomo 22. Essa alteracdo sugere a presenca de mutagédo
patogénica nesse segmento cromossdmico, no entanto, ndo foi possivel estabelecer uma
relacdo direta entre o quadro clinico e essa alteracéo.

Na analise do exoma, foram identificadas duas variantes autossomicas
dominantes no gene GSDME; variantes nesse gene estdo associadas a deficiéncia
auditiva neurossensorial progressiva. Essas variantes, portanto, podem explicar o quadro
de deficiéncia auditiva da paciente. Por se tratar de uma doenca progressiva, a paciente

pode vir a perder completamente a audicdo em ambas as orelhas.

Paciente 10941

Refere-se a paciente do sexo feminino, nascida em 17 de outubro de 2015 com
deficiéncia auditiva ndo sindrémica e filha de pais ndo consanguineos. Em relacdo ao
histérico familiar, é relatado que irméo e tio paterno tém deficiéncia auditiva (Figura
14).
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Figura 14. Heredograma da familia da paciente 10941.

Andlise genética:

Na andlise do exoma observou-se a presenca da variante n.523-1G>A
(rs114616241), em heterozigose com o alelo referéncia, no gene MCM2 (Figura 15). E
uma variante em uma regido de receptor de splicing. Essa variante é classificada como
variante de significado incerto e ja foi descrita em outros individuos com deficiéncia

auditiva ndo sindrémica autossomica dominante 70 (OMIM 616968).
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Figura 15. Variante n.523-1G>A identificada em heterozigose com alelo de referéncia no gene MCM2 do

paciente 10941. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

Essa variante explicaria, molecularmente, o fendtipo ndo sindrémico da paciente.
No entanto, a analise do exoma também mostrou a presenca de outras duas variantes: a
€.1143 1176delCCTGAACAGCATGTTTGAGGTGTACTTGGTGGGG
(rs764949139) em heterozigose (Figura 16) e a ¢.3579+2T>C (rs1385831846) em

heterozigose (Figura 17), ambas no gene CDH23. Variantes nesse gene estdo associadas
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a Sindrome de Usher tipo | (vide 1.2.1.4). Como as variantes no gene CDH23 estao
associadas a um quadro de deficiéncia auditiva sindrémica, as variantes observadas
nesse gene sdo consideradas achados secundarios, visto que ndo estdo contribuindo para

o fenotipo da paciente (que tem deficiéncia auditiva ndo sindrémica).

Iov v [eronamne q o ©——0

Figura 16. Variante €.1143 1176delCCTGAACAGCATGTTTGAGGTGTACTTGGTGGGG
identificada em heterozigose com alelo de referéncia no gene CDH23 do paciente 10941. Imagem gerada

pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.
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Figura 17. Variante ¢.3579+2T>C identificada em heterozigose com alelo de referéncia no gene CDH23

do paciente 10941. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

Paciente 10970

Refere-se a paciente do sexo feminino, nascida em 30 de dezembro de 2003.
Filha de pais consanguineos, primos de primeiro grau, a paciente € sindromica, cujo
fendtipo de deficiéncia auditiva esta associado a microcefalia, dismorfias, malformagdes
no olho e deficiéncia intelectual. Em relagdo ao historico familiar, é relatado que a irma
tem um quadro similar e que o pai e quatro tios paternos tém deficiéncia auditiva
(Figura 18).
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Figura 18. Heredograma da familia da paciente 10970.

Em 2017 foi realizado exame de cariotipo onde foram analisadas 25 metafases
(coradas para bandamento G), obtidas da cultura temporaria de linfécitos do sangue
periférico. Todas as metafases apresentaram cromossomos normais, em numero e em

estrutura. O cari6tipo determinado foi 46,XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino.

Anédlise genética:

Na analise do exoma observou-se a presenca de duas delecdes associadas a
deficiéncia auditiva: uma delecéo de 4.7kb em heterozigose (Figura 19) e uma delecao

de 1.1k em heterozigose (Figura 20).
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Figura 19. Delecdo de 4.7kb dos genes STRC, CKMT1B, SNOU13, RNU6-554P do paciente 10970.

Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.
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Figura 20. Delec¢éo de 1.1kb dos genes STRC, CKMT1B e RNU6-554P do paciente 10970. Imagem gerada

pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

Também se observou a presenca de um achado incidental, a variante ¢.692T>C,
em heterozigose com o alelo referéncia no gene TNNTZ2, responsavel pela mudanca de

uma isoleucina para uma treonina na posic¢éo 231 da proteina (Figura 21).

lIgv [enrt v] [ ori201.331,008-201 331,08 @ 40p (Cursor Guice ) (Genter Line ) (RPN (Save svo) @ X+
|

I
U

201.331.050 bp 201.331,055 bp 201.331.060 bp 201.331.085 bp 201.331.070 bp 201.331,075 bp 201.331,080 bp 201,331,085 bp

ATCTTCATTCAGGTGGTCAAVGGCOAGCACOTTCGTCCTC'°

]

TNNT2

81

]

o

-

Figura 21. Variante ¢.692T>C identificada em heterozigose com alelo de referéncia no gene TNNT2 do

paciente 10970. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

Foi encontrada uma delecédo de 4.7kb que foi descrita na literatura como causal
para deficiéncia auditiva autossémica recessiva ndo sindrémica 16 (OMIM 603720). No
entanto, a delecdo foi encontrada em heterozigose e, por se tratar de uma doenga
descrita como autossdmica recessiva, essa delecdo sozinha ndo explica o quadro de
deficiéncia auditiva do paciente. Como ha uma segunda delecdo em heterozigose, que

também abrange uma regido do gene STRC, ha a possibilidade de se tratar de
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heterozigose composta, 0 que explicaria 0 quadro de deficiéncia auditiva da paciente.
Para as demais caracteristicas fenotipicas (microcefalia, dismorfias, malformagdes no
olho e deficiéncia intelectual), ndo foi proposto um diagnoéstico molecular.

A variante ¢.692T>C no gene TNNT2 esta descrita como associada a Nao-
compactacdo ventricular esquerda. Apesar dessa variante ndo estar relacionada com o
fendtipo do paciente e ser um achado incidental, ela tem implicacbes médicas
importantes. A doenca com a qual essa mutacdo estid associada é caracterizada por
trabéculas ventriculares esquerdas proeminentes e recessos intratrabeculares profundos,
consequentemente, ha disfuncédo sistolica e diastolica progressiva, anormalidades de
conducéo e, ocasionalmente, eventos tromboembdlicos (FILHO et. al., 2021; RIPOLL-
VERA et. al., 2016).

Paciente 11089

Refere-se a paciente do sexo feminino, nascida em 28 de novembro de 2013,
com 2700g, gémea univitelina, filha de pais ndo consanguineos. Gemelar falecida aos
trés meses apresentava quadro clinico semelhante ao da paciente (Figura 22); mae relata
que o falecimento foi por engasgo, devido a fenda palatina. A mée relatou perceber
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e deficiéncia intelectual na paciente.

A paciente é sindrdmica, sendo que o fenétipo de deficiéncia auditiva esta
associado a deficiéncia intelectual, fenda palatina (corrigida cirurgicamente),
macrocefalia e dismorfias faciais discretas (fronte ampla, sobrancelhas arqueadas no
terco distal, sinofise leve, fenda palpebral esquerda reta e direita obliqua para cima,
epicanto bilateral invertido, raiz nasal média, dorso nasal alto e médio largo, base nasal

larga, columela grossa, filtro bem marcado e curto).
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Figura 22. Heredograma da familia do paciente 11089.

Anédlise genética:

Na analise do exoma observou-se a presenca de duas variantes patogénicas que
potencialmente explicam o quadro fenotipico do paciente:
i. Variante ¢.1523C>T (rs754901033) em heterozigose no gene EYAL, onde ocorre a
mudanga de uma alanina para uma valina na posi¢do 508 (Figura 23). Variantes nesse

gene foram descritos como associados a Sindrome branquio-oto-renal (vide 1.2.1.1).
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Figura 23. Variante ¢.1523C>T identificada no gene EYAL do paciente 11089 em heterozigose com alelo

de referéncia. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

ii. Variante ¢.737C>T (rs587782350) em heterozigose com o alelo de referéncia no gene

PTEN, onde ocorre a mudanca de uma prolina para uma leucina na posi¢do 246 (Figura
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24). Essa variante € causal para Sindrome de Cowden (SC) (OMIM 158350). A
Sindrome de Cowden é um distirbio hamartomatoso de origem endo, ecto e
mesodérmica, caracterizado por macrocefalia, triquilemomas faciais, ceratoses acrais,
papulas papilomatosas € um risco aumentado para o desenvolvimento de carcinoma de
mama, tireoide e endometrial (YEHIA; ENG, 2001); tem um padrdo de heranca
autossdmica dominante e o fenotipo entre pacientes é variavel (BLUMENTHAL;
DENNIS, 2008; VETTORATO et al., 2003; YEHIA; ENG, 2001).
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Figura 24. Variante ¢.737C>T identificada no gene PTEN do paciente 11089 em heterozigose com alelo

de referéncia . Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

Esse paciente, portanto, possui duas sindromes genéticas raras, resultando em
um fenotipo diverso. A Sindrome branquio-oto-renal explica a perda auditiva e a fenda
palatina da paciente, enquanto a Sindrome de Cowden explica as demais caracteristicas
(atraso no desenvolvimento, deficiéncia intelectual, dismorfias faciais e macrocefalia).
A analise molecular ajudou a elucidar a clinica do paciente, possibilitando um
diagnostico mais acurado.

A fenda palatina ja foi corrigida cirurgicamente. Alguns pacientes com
Sindrome branquio-oto-renal podem desenvolver problemas renais, por isso o
acompanhamento por nefrologista é recomendado.

Uma abordagem interprofissional para 0 manejo de pacientes com Sindrome de
Cowden é necessaria, devido ao fendtipo variado e ao envolvimento de multiplos
orgdos. Especialistas como ginecologistas e obstetras, gastroenterologistas,
endocrinologistas, dermatologistas, neurologistas ou radiologistas podem vir a fazer
parte da equipe de cuidados da paciente.

O gene PTEN €é um gene supressor de tumor e codifica uma proteina que
contribui para o controle da apoptose e do ciclo celular (WORBY; DIXON, 2014).
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Visto que a Sindrome de Cowden esta associada a hamartomas (mais comumente
encontrados na pele e no trato gastrointestinal, mas podem ser encontrados em
praticamente todos os 6rgdos) (BLUMENTHAL; DENNIS, 2008), se faz necessario o
monitoramento de longo prazo desses pacientes, devido ao risco de malignidade.
Estima-se que as caracteristicas mucocutaneas, incluindo triquilemomas e papulas
papilomatosas, tenham uma penetrancia de 99% na SC na quarta década de vida
(YEHIA; ENG, 2001). Anormalidades benignas da tiredide - como adenomas,
hamartomas, bocio multinodular e tireoidite de Hashimoto - s&o comuns e ocorrem em
até 75% dos pacientes (BLUMENTHAL; DENNIS, 2008; YEHIA; ENG, 2001). O
risco de cancer de tireoide ao longo da vida é estimado em cerca de 10%, em
comparacdo a menos de 1% na populacdo em geral e o risco de cancer de tireoide do
tipo carcinoma é aumentado em até 30% (BLUMENTHAL; DENNIS, 2008). O cancer
de pele com melanoma também estad aumentado e pode ocorrer em 5% dos pacientes e 0
risco de cancer de colon é ligeiramente elevado. Malignidades como céancer epitelial de
tireoide, cancer renal e carcinoma endometrial costumam aparecer mais tarde na vida.
Algumas malformacdes geniturinarias descritas incluem rim em ferradura e Utero
bicorno (BLUMENTHAL; DENNIS, 2008). Além disso, aproximadamente metade das
mulheres desenvolve leiomiomas uterinos, geralmente na terceira década de vida e
também podem ocorrer cistos ovarianos. Dessa forma, mulheres com SC podem
apresentar anormalidades menstruais, junto com um possivel aumento de 20% a 30% no
risco de carcinoma endometrial. Até metade das mulheres com SC sofrem de doenca
benigna da mama, que pode ser extensa e bilateral. O risco de cancer de mama ao longo
da vida, em mulheres, é estimado em em 50%, em compara¢dao com menos de 11% na
populacdo em geral (BLUMENTHAL; DENNIS, 2008); cerca de 85% das mulheres
com SC desenvolvem carcinoma de mama em algum momento de suas vidas. O
diagnostico de cancer de mama ocorre em uma idade mais jovem em comparagdo com a
populacdo em geral, com a idade média do diagndstico de 36 a 46 anos
(BLUMENTHAL; DENNIS, 2008; YEHIA; ENG, 2001).

Existe uma diretriz de vigilancia para pacientes com Sindrome de Cowden que
tiveram uma variante identificada no gene PTEN: ultrassonografia da tireoide,
comecando aos 7 anos; colonoscopia e imagens renais bienais comecando entre 35 e 40

anos, a menos que 0 paciente seja sintomatico; mulheres devem realizar autoexames
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mamarios mensais e exames mamarios anuais, bem como ultrassonografias
transvaginais ou biopsias endometriais a partir dos 35 anos (YEHIA; ENG, 2021).

A Sindrome branquio-oto-renal tem um padrdo de heranga autossdmica
dominante e somente 10% dos casos sdo causados por variantes patogénicas de novo.
Por isso é recomendado fazer uma avaliacao fisica e genética dos pais da paciente. A
avaliacdo fisica consiste em identificar os seguintes fenotipos: perda auditiva, fossas
pré-auriculares, estenose do ducto lacrimal, fistulas branquiais e / ou cistos e anomalias
renais. A avaliacdo genética consiste em verificar se algum dos pais tem a variante
encontrada na paciente (SMITH, 2018). Caso seja confirmada se tratar de uma variante
de novo: a paciente tem 50% de chance de ter filhos portadores da Sindrome branquio-
oto-renal a cada gestacdo. O risco ndo é aumentado para os demais familiares, incluindo
futuros irmaos. Caso algum dos pais seja diagnosticado com BOR, o pai ou a mae tera
50% de chance de ter filhos portadores da Sindrome branquio-oto-renal a cada gestacao;
se a mae for a portadora, os irmdos da paciente deverdo ter uma consulta com
geneticista.

A Sindrome de Cowden tem também um padrdo de heranca autossémica
dominante. Visto que os pais da paciente sdo higidos, ou seja, ndo apresentam fendtipo
compativel com nenhuma das duas sindromes, considera-se que o0 caso da paciente é
uma mutacdo nova. A paciente tem 50% de chance de ter filhos portadores da Sindrome
de Cowden a cada gestacdo. O risco ndo é aumentado para os demais familiares,
incluindo futuros irméos. O fato da paciente ter gemelar univitelina com quadro clinico

semelhante corrobora a hip6tese de que a mutagdo ocorreu na gametogénese.

Paciente 11178
Refere-se a paciente do sexo masculino nascido em 03 de fevereiro de 2016,
filho de pais ndo consanguineos e com relato de meio irmdo paterno com deficiéncia

auditiva unilateral de 25% (Figura 25).
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Figura 25. Heredograma da familia do paciente 11178 mostrando a segregacdo de deficiéncia auditiva e
pigmentagdo da iris.

Paciente teve suspeita de deficiéncia auditiva logo ap6s 0 nascimento, quando
falhou no teste da orelhinha. Realizou BERA (potencial evocado auditivo do tronco
encefalico) e foi confirmado o diagndstico de deficiéncia auditiva neurossensorial
bilateral. A hipo6tese diagndstica do paciente era de deficiéncia auditiva bilateral
congénita ndo sindrémica.

A neurologista encaminhou o paciente ao servico de genética do HUB por
suspeita de Sindrome de Waardenburg, devido a iris azul clara (deficiéncia auditiva
sindrdmica). Mé&e relata que ha familiares com olhos verdes, mas nenhum com olhos
azuis como o do paciente. Relata ainda que o pai do paciente tem um primo com um
olho marrom e o outro preto, e que esta perdendo a visdo em um dos olhos. Paciente

teve desenvolvimento neuropsicomotor adequado e ndo tem déficit cognitivo.

Analise genética:

Na analise do exoma observou-se a presenca de uma variante causal para
Sindrome de Waardenburg, a variante ¢.1230G>A (rs1057521096) em heterozigose
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com o alelo de referéncia no gene MITF, que € uma mutacao silenciosa (Figura 26). No
artigo em que foi descrita, a variante esta referida como ¢.1212 G>A, em outra versao
do genoma (BRENNER et al., 2011; SWANSON, 2011). (vide 1.2.1.2).
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Figura 26. Variante ¢.1230G>A em heterozigose com o alelo de referéncia identificada no gene MITF do

paciente 11178. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

Durante a analise desse caso, o filtro utilizado na analise ndo incluiu mutacéo
silenciosa/sindnima, no entanto a plataforma detectou a variante patogénica. O fato de
uma mutacdo silenciosa ser patogénica torna a anlise molecular mais complexa.

A Sindrome de Waardenburg tipo Il se caracteriza, principalmente, por
deficiéncia auditiva neurossensorial congénita e hipopigmentacdo da iris. O cognitivo é
preservado. Por ser uma doenca autossémica dominante, considera-se que o caso do
paciente € uma mutacdo nova, visto que os pais do mesmo ndo sdo portadores da
sindrome. O paciente tem 50% de chance de ter filhos portadores da Sindrome de
Waardenburg para cada filho/gestacdo. O risco ndo é aumentado para 0s demais
familiares, incluindo as irmas.

O paciente ndo apresenta outras caracteristicas da Sindrome de Waardenburg,
tais como mecha branca no cabelo, leucodermia, telecanto ou fendas palpebrais
pequenas. E possivel que isso se deva pelo paciente ter uma variante silenciosa, ou seja,
por ndo haver uma troca no aminoacido que forma a proteina.

A deficiéncia auditiva e a heterocromia observada nos familiares provavelmente

tem etiologia diferente do observado no paciente.

Paciente 11284
O paciente do sexo masculino, nasceu em 03 de abril de 1994. E um paciente

sindromico (encaminhado ao servi¢co de genética por endocrinologista), com deficiéncia
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auditiva neurossensorial, Sindrome de Kabuki e alteracfes faciais tipicas, deficiéncia
intelectual, diabetes mellitus e baixa estatura. Filho de pais ndo consanguineos e com
uma irmé com deficiéncia auditiva ndo sindrémica e um irmao com deficiéncia auditiva
ndo sindrébmica e transtorno psicotico. Histérico familiar do lado paterno relata um
primo de segundo grau com deficiéncia auditiva, um primo de segundo grau com

deficiéncia intelectual e um primo de segundo grau com disturbio psicotico (Figura 27).
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Figura 27. Heredograma da familia do paciente 11284.

Paciente compareceu ao servico de genética do HB com sua mée, que foi quem
relatou o historico do filho. Com 19 horas de vida apresentou episodio de enterorragia e
também de hipoglicemia e ficou sete dias internado na UTI. Evoluiu com atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor, apesar do inicio da estimulacdo precoce aos 6 meses
de idade.

No periodo neonatal, paciente apresentou episddios convulsivos, mas nega uso
de medicacdo. Aos 4 anos foi avaliado pela primeira vez por geneticista e diagnosticado
com Sindrome de Kabuki. Em 2010 apresentou episodio de hematlria macica e
sufusdes hemorragicas. Houve acompanhamento na hematologia com diagndstico de

plaguetopenia recidivante, recebendo alta da hematologia entre 2011 e 2012. Em 2016
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foi diagnosticado com diabetes mellitus e faz tratamento com insulina. Frequentou
ensino especial até os 22 anos.

Ao exame fisico o paciente apresenta: peso e altura abaixo de terceiro percentil e
perimetro cefalico dentro da normalidade; fendas palpebrais retas e alongadas; cilios
longos, eversao das palpebras inferiores; sobrancelhas retas e curtas, com rarefacdo de
% externos, raiz nasal média, dorso e base alargados, columela curta; palato alto,
auséncia de incisivo central inferior esquerdo, sendo que o direito € diminuido de
tamanho; prognatismo discreto; orelhas simples e protusas, normoimplantadas; pescogo
alargado; pectus excavatum; abdome sem visceromegalias; testiculos topicos;
retificagdo da lordose lombar e cifose toracica. fosseta sacral; discreta restri¢do articular
de pequenas e grandes articulagbes; mé&os sem alteracdo de pregas; quintos (5°)
quirodactilos diminuidos de tamanho; apagamento de prega interfalangeana distal de
quarto (4°) quirodactilos bilateralmente; “Pads” discretos nos dedos; pés planos com

descamacédo em dedos e unhas.

Andlise genética:

Apesar de ja ter o diagnostico clinico para Sindrome de Kabuki, esse diagndstico
ndo explicava o quadro de deficiéncia auditiva do paciente. Considerando seu historico
familiar (irmdos com deficiéncia auditiva ndo sindrémica), optou-se por fazer a triagem
para a variante ¢.35delG, que foi observada em heterozigose no paciente, o que também
ndo explicava o fendtipo de deficiéncia auditiva por esta ser uma condi¢cdo com heranca
autossdmica recessiva. Pela anélise do exoma, confirmou-se a presenca da variante
c.35delG (rs80338939) (Figura 28) e observou-se a presenca de outra variante no
mesmo gene GJB2. A segunda variante, ¢.550C>T (rs998045226), detectada em
heterozigose com o alelo referéncia no gene GJB2, leva a mudanca de uma arginina
para um triptofano na posicdo 184 da proteina (Figura 29). Se for confirmado que as
duas variantes encontradas no gene GJB2 estdo em posi¢do cis nos cromossomos, sera
contastada uma heterozigose composta, e o quadro de deficiéncia auditiva do paciente

estaré explicado. N&o foi possivel a confirmacéo da fase da mutagéo até o momento.
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Figura 28. Variante c.35delG em heterozigose com alelo referéncia identificada no gene GJB2 do

paciente 11284. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.
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Figura 29. Variante ¢.550C>T em heterozigose com alelo referéncia identificada no gene GJB2 do

paciente 11284. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

Também foi encontrada a variante ¢.15142C>T (rs398123724) em heterozigose
com o alelo referéncia no gene KMT2D, onde ocorre a mudanc¢a de uma arginina para
uma cisteina na posicao 5048 (Figura 30). Essa variante foi descrita como causal para
Sindrome de Kabuki (OMIM 147920). Essa é uma sindrome congénita cuja prevaléncia
estimada é de 1:32000 (BOKINNI, 2012; WANG et al., 2019). Na Australia e Nova
Zelandia a incidéncia é de 1:86000 (WHITE et al., 2004). O fendtipo inclui
caracteristicas faciais (eversdo da palpebra lateral inferior, sobrancelhas arqueadas com
um terco lateral disperso ou esparso, ponta nasal deprimida, fenda labial e/ou palatina,
orelhas proeminentes), defeitos cardiacos, deficiéncia intelectual, baixa estatura (retardo
de crescimento pds-natal), anomalias geniturinarias, oftalmoldgicas, renais e vertebrais
(BOKINNI, 2012; SHANGGUAN et al., 2019; WANG et al., 2019). Além do gene
KMT2D (inicialmente chamado de MLL2), também ha mutacOes descritas no gene
KDMG6A como causais dessa sindrome (HANNIBAL et al.,, 2011; NG et al., 2010;

SHANGGUAN et al., 2019). A variante no gene KMT2D confirma, molecularmente, o
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diagnéstico clinico para a Sindrome de Kabuki do paciente. Essa sindrome explica parte

do fendtipo do paciente: as alteracGes faciais, a deficiéncia intelectual e a baixa estatura.
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Figura 30. Variante ¢.15142C>T identificada em heterozigose com o alelo referéncia no gene KMT2D

do paciente 11284. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

A andlise do exoma também revelou a variante ¢.396A>C (rs137852388) em
hemizigose no gene F8, onde ocorre a mudanca de um &cido glutdmico para um écido
aspartico na posicdo 132 (Figura 31). Variantes nesse gene estdo associadas a hemofilia
A.
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Figura 31. Variante c.396 A>C identificada em hemizigose no gene F8 do paciente 11284. Imagem gerada

pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

Devido ao fato do paciente ndo ter diagndstico clinico para disturbios de
coagulacdo, foi feita uma revisdo no prontuario do paciente, em busca de ocorréncias
que poderiam corroborar, clinicamente, o achado molecular. Apdés a revisdo, dois

episodios se destacaram: 1°) que com 19 horas de vida apresentou episddio de
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enterorragia e que outros episodios se sucederam e 2°) que em 2010 apresentou episédio
de hematdria macica e sufusées hemorrégicas. Os achados clinico e molecular levaram a

geneticista a diagnosticar o paciente com hemofilia A.

Paciente 11289

Refere-se a paciente do sexo feminino, nascida em 01 de abril de 2009, filha de
pais ndo consanguineos e com relato de avd e bisavd paternos com deficiéncia auditiva
de origem desconhecida (Figura 32). O diagndstico clinico desta paciente foi deficiéncia

auditiva neurossensorial moderada, bilateral, ndo sindrémica.
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Figura 32. Heredograma da familia da paciente 11289.

Andlise genética:

Na analise do exoma observou-se a presenca de uma delecdo de 9.4kb
englobando os genes STRC, CKMT1B, SNOU13, RNU6-554P em homozigose. em
15915.3 (Figura 33). A delecdo do gene STRC esta descrita como causal para
deficiéncia auditiva autossémica recessiva nao sindrébmica 16 (OMIM 603720). O STRC
€ um gene conhecidamente associado a deficiéncia auditiva, que causa perda auditiva
leve a moderada (YOKOTA et al., 2019). Nesta paciente, 0 STRC, juntamente com

outros genes, sdo deletados na regido 15915.3, levando a uma grande delec&o.
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Figura 33. Delecdo de 9.4kb em homozigose englobando os genes STRC, CKMT1B, SNOU13, RNU6-

554P do paciente 11289. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

Portanto, essa grande delecdo explica o quadro de deficiéncia auditiva nao
sindrdbmica da paciente. No entanto, ela ndo pode ser a causa da deficiéncia auditiva

relatada na familia, pois se trata de uma variante autossémica recessiva.

Paciente 11294

Refere-se ao paciente do sexo masculino, nascido em 26 de maio de 2014, filho
de pais ndo consanguineos. Paciente sindrémico, cujo historico familiar (Figura 34)
apresenta o relato de ambos os pais terem deficiéncia auditiva e de multiplos casos de
deficiéncia auditiva por parte paterna. O quadro de deficiéncia auditiva da mae foi
descrito como associado a rubéola congénita.

Ao exame fisico apresentou: fronte ampla, fendas palpebrais discretamente
obliquas para baixo, palato sem anormalidades, microtia bilateralmente, apéndice pré-
auricular na orelha direita e sinus pré-auricular na orelha esquerda.

Paciente falhou no teste da orelhinha. Pai e avd perceberam que o paciente, aos 8

meses, apresentava dificuldade para ouvir. Atualmente fala palavras-chaves.
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Figura 34. Heredograma da familia do paciente 11294,

Andlise genética:

Na andlise do exoma observou-se a presenca de duas variantes patogénicas,
sendo que uma explica o quadro fenotipico do paciente e a outra se caracteriza como
achado incidental.

A primeira variante, ¢.1081C>T (rs121909202), observada em heterozigose com
o alelo referéncia no gene EYAL, na regido ex6nica é uma mutacdo sem sentido que leva
a truncagem da proteina posicdo 361 (Figura 35). Variantes nesse gene sao conhecidas
como causa para a Sindrome branquio-oto-renal (vide 1.2.1.1). Essa variante sozinha
explica o quadro de microtia do paciente e esse defeito estrutural ocasiona a deficiéncia
auditiva e, potencialmente, é a mutacdo recorrente na familia paterna do paciente. O
quadro de deficiéncia auditiva devido a rubéola, apresentado pela mée, se trata de
deficiéncia auditiva de etiologia ambiental, fazendo com que seja descartada como

causa genética da deficiéncia auditiva do paciente.
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Figura 35. Variante c.1081C>T identificada em heterozigose com alelo de referéncia no gene EYA1 do

paciente 11294 . Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.

A segunda variante observada foi um achado incidental. A mutacdo ¢.1040C>T
foi encontrada em heterozigose com o alelo de referéncia no gene KCNQ1, que leva a
mudanga de uma valina para uma alanina na posi¢cdo 347 da proteina (Figura 36).
Variantes nesse gene estdo associadas a Sindrome do QT longo (OMIM 192500), que é
uma sindrome arritmica hereditaria, caracterizada por prolongamento do intervalo QT
(prolongamento do potencial de acdo) no eletrocardiograma de 12 derivacdes
(FRAGATA et al., 2016). O sintoma mais comum geralmente é a sincope, sendo que a
morte subita pode ocorrer em 1% a 3% dos adultos afetados; 50% dos pacientes
sintomaticos apresentam sua primeira manifestacdo cardiaca por volta dos 12 anos de
idade (FRAGATA et al., 2016). Apesar dessa variante ndo estar relacionada com o
fendtipo do paciente, ela tem implicacbes médicas importantes e deve ser relatada pois
esta na lista da ACMG (MILLER et al., 2021). Visto que o0 paciente nasceu em maio de
2014 (tendo 7 anos) ainda ndo apresentou manifestacGes cardiacas. Se faz necessario o

acompanhamento por cardiologista.
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Figura 36. Variante ¢.1040C>T identificada em heterozigose com o alelo referéncia no gene KCNQ1 do

paciente 11294. Imagem gerada pelo programa IGV - Integrative Genomes Viewers.
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Paciente 10921

Refere-se a paciente sindromico, nascido em 09 de fevereiro de 1979 que
apresenta deficiéncia auditiva, atresia de coana (ja corrigida) e disgenesia gonadal mista.

Né&o ha relato de familiares com deficiéncia auditiva (Figura 37).
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Figura 37. Heredograma da familia do paciente 10921.

Ao exame fisico o paciente apresentou: sobrancelhas arqueadas, fendas
palpebrais retas, raiz nasal média, dorso nasal afilado, filtro nasolabial pouco marcado,
hipoplasia de face média, palato alto, prognatismo discreto, orelhas normoimplantadas;
ginecomastia bilateral; abdome sem visceromegalias; genitdlia ambigua, escrotos
fundidos, pouco pigmentados; membros sem anormalidades. A hipotese diagndéstica foi
de Sindrome de CHARGE.

Devido a disgenesia gonadal mista, o paciente passou por diversas cirurgias
entre os anos de 1983 e 1988 (orquidopexia, vaginectomia, ortofaloplastia, cistostomia,
correcdo de transposicdo peno-escrotal, neouretra, neouretroplastia e orquiectomia
bilateral).

Em 1985, foi realizado exame de caridtipo cujo resultado foi 45,X/46,XY. Em
2017 foi realizado exame de caridtipo onde foram analisadas 60 metafases (coradas para
bandamento C e G), obtidas da cultura temporaria de linfécitos do sangue periférico.
Em 45 (75%), foram encontrados 45 cromossomos, tendo apenas um X. Em 15 (25%),

haviam 46 cromossomos, com a presenca de um cromossomo X e um Y. O cariotipo
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determinado foi 45,X[45]/46,XY[15], caracteristico de Disgenesia Gonadal Mista.
Ultrassonografia das mamas identificou ginecomastia bilateral benigna.

Em 2019 foi realizado eletrocardiograma (miocardiopatia segmentar do
ventriculo esquerdo com disfuncéo sistdlica de grau discreto. Insuficiéncia mitral e
tricispide de grau discreto. Aumento moderado do atrio esquerdo. Disfuncao diastolica
do ventriculo esquerdo grau Il) e Holter (ritmo de base sinusal, com extrassistoles
ventriculares raras repolariza¢do). Audiometria mostrou perda auditiva severa a direita e

moderadamente severa a esquerda.

Andlise genética:

Na analise do exoma ndo se observou a presenca de variantes patogénicas que
explicassem o quadro fenotipico do paciente, apesar de apresentar um quadro

sindrémico amplo.

Paciente 11024

Refere-se a paciente do sexo masculino, nascido em 17 de agosto de 1993, filho
de pais ndo consanguineos e sem relatos de perda auditiva na familia (Figura 38). O
paciente é sindrémico, sendo que o fendtipo de deficiéncia auditiva esta associado a
deficiéncia intelectual, atresia de coana e assimetria facial (desvio da rima labial e do
nariz para a direita, assimetria de fendas palpebrais, sendo a direita reta e a esquerda
obliqua para cima, com hemiface esquerda menor que a direita, orelhas pequenas e
simplificadas, fenda palatina e paralisia facial a direita. A tomografia computadorizada
de mastdides revelou auséncia da cadeia ossicular bilateralmente, obliteracdo da janela
oval por placa éssea atrésica bilateralmente e esclerose dssea da capsula ética bilateral
(ndo ha coloboma). Foi levantada a hip6tese diagndstica de Sindrome de CHARGE.

72



= [ — 1

n / {-\/) L\s/\l 6
[ L e

1 ] '\ﬁ)

n O O

Deficiéncia auditiva, atresia
de coana e fenda palatina

Figura 38. Heredograma da familia do paciente 11024,

Anédlise genética:

Na analise do exoma ndo se observou a presenca de variantes patogénicas que
explicassem o quadro fenotipico do paciente, apesar de apresentar um quadro

sindrdmico amplo.

Com os avancos tecnoldgicos na area da biologia molecular, foi possivel
identificar variantes em larga escala. O estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS)
é uma metodologia utilizada para identificar variantes causais, através da associacdo das
variantes encontradas com um determinado fenotipo (BUSH, MOORE, 2012). No
entanto, 0 GWAS tem um grande viés populacional (POPEJOY; FULLERTON, 2016;
SIRUGO; WILLIAMS; TISHKOFF, 2019); a proporcdo de individuos é de
aproximadamente 81% de europeus e eurodescendentes, 14% de asiaticos, 3% de
africanos, 1% de miscigenados e <1% para as popula¢fes hispanicas e latino-
americanas, indigenas (nativos americanos, aborigenes australianos e ilhéus do Pacifico)
e éarabes e do Oriente Médio (POPEJOY; FULLERTON, 2016). Essa falta de
diversidade amostral faz com que o conhecimento adquirido sobre a relacdo gendtipo-
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fenotipo seja limitado e pouco representativo para as populagdes sub-representadas
(POPEJOY; FULLERTON, 2016; SIRUGO; WILLIAMS; TISHKOFF, 2019). Além
dessa pouca representatividade populacional para individuos latino-americanos e
miscigenados, muitas variantes ndo tém uma classificacao/predicdo - se s@o benignas,
deletérias, patogénicas, ou outras - e acabam sendo classificadas como incertas, VUS
(variantes de significado incerto) ou N/A.

A ndo identificacdo de variantes patogénicas nos pacientes 11024 e 10921, no
presente momento, ndo exclui a existéncia das mesmas. E imprescindivel que haja uma
reavaliacdo do exoma para a identificacdo de variantes causais no futuro, & medida que

novos conhecimentos sejam acumulados.

Paciente 10598

Refere-se a paciente do sexo feminino, nascida em 26 de maio de 2011. A
paciente apresenta deficiéncia auditiva sindrémica e pais ndo consanguineos (Figura
39). Ao exame fisico apresenta testa ampla, raiz nasal média, ponta nasal bulbosa,
epicanto discreto, olhos de implantacdo profunda, fendas palpebrais retas, boca reta,
orelhas normais, sobrancelhas curtas. Com relacdo as maos e pés, apresenta dedos

afilados em ambos, pregas ok.
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Figura 39. Heredograma da familia do paciente 10598.

Em marco de 2015 foi realizado exame de Pesquisa de mutagdo no gene FMR1
(Sindrome do cromossomo X fragil), que teve resultado negativo para a Sindrome. Em
dezembro de 2015 foi realizado exame de cariotipo onde foram analisadas 25 metafases

(coradas para bandamento G), obtidas da cultura temporaria de linfécitos do sangue
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periférico. Todas as metafases apresentaram cromossomos normais, em numero e em

estrutura. O cariotipo determinado foi 46,XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino.

Andlise genética:

A amostra ndo passou no controle de qualidade interno da Macrogen, portanto

ndo foi possivel realizar a analise molecular para este paciente.

5.3  Apanhado geral

Foi realizado exoma em 12 pacientes e 10/12 tiveram diagndstico molecular
(Tabela 6). Em 9/12 casos houve o diagndstico molecular para a deficiéncia auditiva do
paciente, envolvendo os genes ACTB (Sindrome de Baraitser-Winter 1), EYAl
(Sindrome branquio-oto-renal), GJB2 (deficiéncia auditiva autossdmica recessiva ndo
sindromica), GSDME (deficiéncia auditiva neurossensorial progressiva), MITF
(Sindrome de Waardenburg), MCM2 (deficiéncia auditiva ndo sindrémica autossémica

dominante 70) e STRC (deficiéncia auditiva autossdémica recessiva nao sindrémica 16).

Tabela 6. Classificagdo das variantes observadas e identificagdo dos tipos de variantes.

GENES/VARIANTES

Amostra
Relacionadas a DA Achados Incidentais Achados Secundérios
10581 - CPT2 (c.338C>T)
SERPINAL (c.863A>T)
10598 - - -
10727 ACTB (c.127G>T)
10765 GSDME (c.145C>T)
GSDME (c.146C>T)
10921 - - -
10941 MCM2 ( n.523-1G>A) CDH23 (¢.3579+2T>C)
CDH23
(c.1143 1176delCCTGAAC
AGCATGTTTGAGGTGTA
CTTGGTGGGG)
10970 Del: STRC, STRC, CKMT1B, TNNT2 (¢.692T>C)

SNOU13, RNU6-554P
Del: STRC, CKMT1B, RNU6-
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554P

11024 - - -
11089 EYAL (c.1523C>T) PTEN (c.737C>T)
11178 MITF (c.1230G>A)
11284 GJB2 (c.550C>T) KMT2D (c.15142C>T)
GJB2 (c.35delG) F8 (c.396A>C)

11289 Del: STRC, CKMT1B,

SNOU13, RNU6-554P

Del: STRC, CKMT1B,

SNOU13, RNU6-554P
11294 EYAL (1081C>T) KCNQ1 (c.1040T>C)

Em laranja: variantes de sentido trocado (missense); em azul escuro: variante em regido de receptor de
splicing (splice acceptor); em vermelho: variante em regido de doador de splicing (splice donor); em azul
claro: dele¢do; em verde: variantes (frameshift); em roxo: variante silenciosa (synonymous); em rosa:
variante stop gain.

Também foram encontrados achados incidentais nos pacientes 10970 (no gene
TNNT2, relacionado a Nao-compactacdo ventricular esquerda) e 11294 (no gene
KCNQ1, relacionado a Sindrome do QT longo) além de achados secundarios nos
pacientes 10581 (no gene CPT2, relacionado a deficiéncia de carnitina palmitoil
transferase 11, forma miopatica e no gene SERPINAL, relacionado a deficiéncia de alfa-1
antitripsina), 10941 (no gene CDH23, relacionado a Sindrome de Usher tipo 1), 11089
(no gene PTEN, relacionado a Sindrome de Cowden) e 11284 (no gene KMT2D,

relacionado a Sindrome de Kabuki e no gene F8, relacionado a hemofilia A).

Dos trés pacientes com hipétese diagndstica de Sindrome de CHARGE, um teve
diagnostico molecular de Sindrome de Waardenburg (11178) e os outros dois ndo

tiveram diagndstico molecular (10941 e 11289).

Dos 10 pacientes com diagnostico molecular, somente no 10581 nédo foi

identificada a causa genética da deficiéncia auditiva.

Ferramentas de analise atualizadas sdo essenciais para um correto diagnostico
molecular, exemplificado pelo resultado observado para o paciente 11178, cuja variante
causal é uma variante silenciosa.
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6. CONCLUSOES

O principal objetivo deste trabalho foi buscar a etiologia genética para os casos
de deficiéncia auditiva sindromica e ndo sindromica em pacientes do Distrito Federal.
Através das técnicas genético/moleculares de sequenciamento por Sanger e do exoma,
foi possivel chegar a uma taxa diagnostica de 63,63% para os casos de deficiéncia
auditiva sindrémica (7/11 pacientes) e de 18,75% para os casos de deficiéncia auditiva
n&o sindromica (3/16 pacientes).

A implementagdo da triagem da variante 35delG, por meio de sequenciamento
por Sanger, foi realizada para os pacientes oriundos dos ambulatérios de genética e
otorrinolaringologia do Hospital Universitario de Brasilia e teve uma taxa de sucesso de
diagnostico de 4% para os casos de deficiéncia auditiva. O exoma foi realizado em
12/13 pacientes oriundos do ambulatério de genética e teve uma taxa de sucesso de
diagndstico de 75% para os casos de deficiéncia auditiva.

A verificacdo da variante 35delG no gene GJB2 foi realizada como uma triagem
em todos os pacientes, ou seja, tanto nos pacientes ndo sindrdmicos quanto nos
pacientes sindromicos. Essa primeira analise teve o objetivo de determinar se o quadro
de deficiéncia auditiva dos pacientes era devido a variante 35delG em homozigose.
Tendo sido realizada em 25 pacientes, a triagem teve uma taxa de diagnostico de
deficiéncia auditiva de 4% (1/25 pacientes). Também foi possivel identificar a
heterozigose dessa variante em dois pacientes (DA _15 e 11284). Tendo isso em vista, a
metodologia proposta foi adequada para detectar a presenca da variante 35delG e
determinar se o quadro de deficiéncia auditiva dos pacientes é devido a homozigose

dessa variante.

O exoma foi realizado para os pacientes oriundos do ambulatorio de genética.
Essa segunda analise teve o objetivo de identificar variantes causais associadas tanto ao
fenOtipo de deficiéncia auditiva dos pacientes quanto aos outros fendtipos que
compunham o quadro clinico de cada paciente. Tendo sido realizada em 12 pacientes, 0
exoma teve uma taxa de diagndstico de deficiéncia auditiva de 75% (9/12 pacientes).
Também foi possivel identificar achados secundarios (nos pacientes 10581, 10941,
11089 e 11284) e achados incidentais (nos pacientes 10970 e 11294), aumentando a taxa
diagnostica para 83.33% (10/12 pacientes). Tendo isso em vista, a metodologia proposta

foi adequada para elucidar, molecularmente, a causa de deficiéncia auditiva dos
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pacientes, além propiciar um diagnostico molecular dos outros fendtipos que compdem

0 quadro clinico sindrémico dos pacientes.

E de suma importancia analisar todas as variantes descritas como patogénicas,
mesmo que ndo expliquem o fendtipo do paciente, pois podem se tratar de achados

incidentais ou achados secundarios.
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
ADULTOS

-1 Universidade de Brasilia

Desenvolvimento de diagndstico molecular e fluxograma para deficiéncia auditiva ndo sindrémica de etiologia

genética

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

O (A) Senhor(a) esta sendo convidado a participar do projeto: “Desenvolvimento
de diagndstico molecular e fluxograma para deficiéncia auditiva ndo sindrémica de

etiologia genética"

O objetivo desta pesquisa é desenvolver um fluxograma de testes moleculares
para o paciente com deficiéncia auditiva e painel diagnéstico por meio do exoma

direcionado para investigacdo de deficiéncia auditiva ndo sindrémica .

O (A) Senhor (a) receberd todos os esclarecimentos necessarios antes e no
decorrer da pesquisa e lhe asseguramos que seu home nao aparecera, sendo mantido o
mais rigoroso sigilo através da omissdo total de quaisquer informacdes que permitam

identifica-lo (a).

A participacdo ocorrera por meio da realizacdo de exames laboratoriais. Os
exames serdo realizados a partir da coleta de sangue para extracdo de DNA. O
procedimento de coleta de sangue por punc¢do venosa sera realizado com material estéril
descartavel de boa qualidade por profissional habilitado, podendo ocasionar um pouco

de dor e formacao de hematoma no local.

E possivel que o/a senhor(a) venha a se beneficiar dos resultados deste projeto, a

partir dos resultados dos exames laboratoriais de forma a identificar os genes
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relacionados a condicdo dele, permitindo precisdo no seu acompanhamento e de seus

familiares, desde que consentido pelo(a) senhor(a).

Informamos que o(a) senhor(a) podera se recusar a responder qualquer questdo
(ou participar de qualquer procedimento) que lhe traga constrangimento, podendo
desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para vocé
e nenhum comprometimento em seu acompanhamento médico. A participacdo nessa
pesquisa é voluntéria, isto é, ndo ha qualquer tipo de pagamento por sua colaboracao.
Caso solicite, o(a) senhor(a) podera ser ressarcido(a) pelos gastos tais como transporte e
alimentacdo no dias em que for necessaria sua presenca para consultas ou exames, nao
estando limitadas a um valor fixo nem a apresentacéo de comprovante. Além disso, sera
garantida assisténcia integral, gratuita, pelo tempo que for necesséario e /ou indenizacdo
diante de eventuais danos decorrentes dessa pesquisa, vistas as medidas administrativas

e judiciais cabiveis.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia,
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa

ficardo sobre a guarda do pesquisador.

Solicitamos também sua autorizacdo para armazenamento da amostra bioldgica
de sangue coletada para possiveis estudos futuros. A cada novo estudo, o Senhor(a)
serad contatado sobre o consentimento e participagdo em novo estudo mediante a
assinatura de novo TCLE . Essa amostra ficara em biorrepositorio no Laboratério de
Genética da Universidade de Brasilia, e apresentara uma codificacdo alfanumérica e s6

poderd ser manuseada pelos individuos diretamente relacionados com o projeto.

Se o (a) Senhor (a) tiver qualquer davida em relacdo a pesquisa, por favor,
telefone para: Dra. Silviene Fabiana de Oliveira, na Universidade de Brasilia, telefone:
(61) 3107-3079, ou Yasmin Soares de Lima, telefone: (61) 98122-0531, havendo

possibilidade de ligacédo a cobrar.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia. Este comité € uma instancia colegiada,
constituida pela instituicdo em respeito as normas da Resolugdo n°® 466/12 do Conselho
Nacional de Saude e tem como objetivo gerir a ética em pesquisa realizada na

instituicdo Universidade de Brasilia, assumindo a responsabilidade pelas decisdes sobre
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a etica da pesquisa a ser desenvolvida, fomentando a reflexdo em torno da ética na
ciéncia. O Comité tem carater inter e transdisciplinar, contando com a participacdo de
profissionais da area biomédica, das ciéncias sociais e humanas e usuarios do sistema de

saude.

As davidas com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito da
pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1947 ou pelo e-mail
cepfsunb@gmail.com ou ainda no seguinte endereco: Faculdade de Ciéncias da Salde,
Campus Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Brasilia/DF, CEP: 70.904-970 durante
0s horarios 10:00hs as 12:00hs e 13:30hs as 15:30hs de segunda a sexta.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador

responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Nome / responsavel legal

Silviene Fabiana de Oliveira

, de de

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — Faculdade de Ciéncias da Sadde
Universidade de Brasilia Campus Universitario Darcy Ribeiro — Brasilia/DF

Tel: (61) 3107-1947
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ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
PAIS/RESPONSAVEIS

-1 Universidade de Brasilia

Desenvolvimento de diagndstico molecular e fluxograma para deficiéncia auditiva ndo sindrémica de

etiologia genética

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

O (A) seu filho(a) ou dependente esta sendo convidado a participar do projeto:
“Desenvolvimento de diagndstico molecular e fluxograma para deficiéncia auditiva nao

sindrdmica de etiologia genética"

O objetivo desta pesquisa é desenvolver um fluxograma de testes moleculares
para o paciente com deficiéncia auditiva e painel diagnéstico por meio do exoma

direcionado para investigacdo de deficiéncia auditiva ndo sindromica .

O (A) Senhor (a) e seu dependente receberdo todos os esclarecimentos
necessarios antes e no decorrer da pesquisa e lhe asseguramos que o nome dele ndo
aparecerd, sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da omissdo total de quaisquer

informacdes que permitam identifica-lo (a).

A participacdo ocorrera por meio da realizacdo de exames laboratoriais. Os
exames serdo realizados a partir da coleta de sangue para extracdo de DNA. O
procedimento de coleta de sangue por punc¢do venosa sera realizado com material estéril
descartavel de boa qualidade por profissional habilitado, podendo ocasionar um pouco

de dor e formacao de hematoma no local.
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E possivel que o seu dependente venha a se beneficiar dos resultados deste
projeto, a partir dos resultados dos exames laboratoriais de forma a identificar os genes
relacionados a condigdo dele, permitindo precisdo no seu acompanhamento e de seus

familiares, desde que consentido pelo senhor(a) e assentido por ele(a).

Informamos que o seu dependente podera se recusar a responder qualquer
questdo (ou participar de qualquer procedimento) que lhe traga constrangimento,
podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo
para ele(@ e nenhum comprometimento em seu acompanhamento médico. A
participacdo nessa pesquisa é voluntéria, isto é, ndo ha qualquer tipo de pagamento por
sua colaboragdo. Caso solicite, o senhor(a) podera ser ressarcido(a) pelos gastos tais
como transporte e alimentacdo no dias em que for necesséria sua presenca para
consultas ou exames, nao estando limitadas a um valor fixo nem a apresentacdo de
comprovante. Além disso, serd garantida assisténcia integral, gratuita, pelo tempo que
for necesséario e /ou indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes dessa pesquisa,

vistas as medidas administrativas e judiciais cabiveis.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia,
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa

ficardo sobre a guarda do pesquisador.

Solicitamos também sua autorizacdo para armazenamento da amostra bioldgica
de sangue coletada para possiveis estudos futuros. A cada novo estudo, o Senhor(a)
serd contatado sobre o consentimento e participacdo em novo estudo mediante a
assinatura de novo TCLE . Essa amostra ficara em biorrepositorio no Laboratoério de
Genética da Universidade de Brasilia, e apresentard uma codificacdo alfanumérica e s6

podera ser manuseada pelos individuos diretamente relacionados com o projeto.

Se o0 (a) Senhor (a) ou seu dependente tiverem qualquer divida em relacdo a
pesquisa, por favor, telefone para: Dra. Silviene Fabiana de Oliveira, na Universidade de
Brasilia, telefone: (61) 3107-3079, ou Yasmin Soares de Lima, telefone: (61) 98122-

0531, havendo possibilidade de ligacéo a cobrar.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia. Este comité € uma instancia colegiada,

constituida pela instituicdo em respeito as normas da Resolugdo n°® 466/12 do Conselho
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Nacional de Saude e tem como objetivo gerir a ética em pesquisa realizada na
instituicdo Universidade de Brasilia, assumindo a responsabilidade pelas decisdes sobre
a ética da pesquisa a ser desenvolvida, fomentando a reflexdo em torno da ética na
ciéncia. O Comité tem carater inter e transdisciplinar, contando com a participacdo de
profissionais da area biomeédica, das ciéncias sociais e humanas e usuarios do sistema de

saude.

As duvidas com relagdo a assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito da
pesquisa podem ser obtidos atraves do telefone: (61) 3107-1947 ou pelo e-mail
cepfsunb@gmail.com ou ainda no seguinte endereco: Faculdade de Ciéncias da Saude,
Campus Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Brasilia/DF, CEP: 70.904-970 durante
0s horérios 10:00hs as 12:00hs e 13:30hs as 15:30hs de segunda a sexta.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador

responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Nome / responsével legal

Silviene Fabiana de Oliveira

, de de

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — Faculdade de Ciéncias da Sadde
Universidade de Brasilia Campus Universitario Darcy Ribeiro — Brasilia/DF

Tel: (61) 3107-1947

90



ANEXO 4 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -TCLE

| Universidade de Brasilia

Desenvolvimento de um painel diagnéstico baseado em sequenciamento de exons para surdez sindromica

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

O (A) Senhor (a) esta sendo convidado a participar do projeto:

“Desenvolvimento de um painel diagnostico para surdez sindromica"

O objetivo desta pesquisa é desenvolver um painel diagnéstico por meio do

exoma direcionado para investigacao de surdez sindrémica.

O (A) Senhor (a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no
decorrer da pesquisa e lhe asseguramos que seu home ndo aparecerd, sendo mantido o
mais rigoroso sigilo através da omissdo total de quaisquer informacBes que permitam

identifica-lo (a).

A sua participacao ocorrerd por meio da realizacdo de exames laboratoriais. Os
exames serdo realizados a partir da coleta de sangue para extracdo de DNA. O
procedimento de coleta de sangue por pun¢do venosa seré realizado com material estéril
descartavel de boa qualidade por profissional habilitado, podendo ocasionar um pouco

de dor e formacdo de hematoma no local.

E possivel que o senhor (a) venha a se beneficiar dos resultados deste projeto, a
partir dos resultados dos exames laboratoriais de forma a identificar os genes
relacionados a sua condicdo, permitindo precisdo no seu acompanhamento e de seus

familiares, desde que consentido pelo senhor(a).

Informamos que o Senhor (a) podera se recusar a responder qualquer questao (ou
participar de qualquer procedimento) que lhe traga constrangimento, podendo desistir de
participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o (a) senhor(a)
e nenhum comprometimento em seu acompanhamento médico. Sua participacdo €
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voluntéria, isto é, ndo ha qualquer tipo de pagamento por sua colaboracao. Caso solicite
e mediante comprovacdo, o senhor(a) poderd ser ressarcido(a) pelos gastos com
deslocamento e alimentacdo devido a participacdo nessa pesquisa. Além disso, sera
garantido atendimento imediato e /ou indenizacdo diante de eventuais danos
comprovadamente decorrentes dessa pesquisa, vistas as medidas administrativas e

judiciais cabiveis.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia,
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa

ficardo sobre a guarda do pesquisador.

Solicitamos também sua autorizacdo para armazenamento de sua amostra
biolégica de sangue para possiveis outros estudos futuros em biorrepositorio no
Laboratorio de Genética da Universidade de Brasilia. A amostra apresentara uma
codificagdo alfanumérica e s6 podera ser manuseada pelos individuos diretamente

relacionados com o projeto.

Se o (a) Senhor (a) tiver qualquer davida em relacdo a pesquisa, por favor
telefone para: Dra. Silviene Fabiana de Oliveira, na Universidade de Brasilia, telefone:
(61) 3107-3079, em horario comercial ou Harumy Andrade Sakata, telefone: (61) 9265-

0437 em horario comercial.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia. As duvidas com relacdo a assinatura do
TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61)
3107-1947.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard& com o pesquisador

responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.
() Estou assinando em meu nome.

() Estou assinando em nome do meu dependente legal.
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Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Nome / assinatura do voluntario ou responsavel legal

Silviene Fabiana de Oliveira

, de de

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — Faculdade de Ciéncias da Sadde
Universidade de Brasilia Campus Universitario Darcy Ribeiro — Brasilia/DF

Tel: (61) 3107-1947/ (61) 8334-8973/ (63)

8114-1174
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ANEXO 5-PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA

Extracdo de DNA pelo método Puregene (Www.puregene.com)

Solucéo de Lise RBC
5 mM MgCl,

1 mM EDTA pH 8,0

Solucéo de Lise Celular
10 mM Tris pH 7,5
1 mM EDTA pH 8,0

1% SDS

Solucéo de Precipitacédo de Proteina
7,5 M NH.Ac
57,819 de acetato de amonia

Completar para 100mL de H.O destilada

RBC
0,5ml MgCl, 1 M
0,2mIEDTAOQ05M

Completar para 100mL de H,O destilada

CLS
ImlTrislM

0,2mlEDTA05M



10 ml SDS 10%

Completar para 100mL de H.O destilada

Outros Agentes Utilizados
Isopropanol 100%
Etanol 70%

Tampéo TE 1X

Etapa 1 — Lise Celular

1. A dicionar 3 ml de sangue total a um tubo falcon de 15 ml contendo 9 ml da
solucgéo de lise RBC. Inverter o tubo e incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.
Inverter pelo menos uma vez mais durante a incubacao;

2. Centrifugar por 10 minutos a 3400 rpm (2000g). Remover o sobrenadante
deixando um pellet visivel de células brancas e 100-200 pl de liquido residual;

3. Vortexar o tubo vigorosamente para ressuspender as células brancas no
supernadante residual, o que facilita em muito a lise na etapa seguinte;

4. Adicionar 3 ml da solucdo de lise celular ao tubo contendo as células
ressuspendidas e misturar com pipeta de transferéncia diversas vezes até a solucgdo ficar
homogénea. Apds misturar, nenhum residuo celular (ou aglomerado de células) deve ser
visivel. Se houverem residuos, incubar a 37°C até a solucédo ficar homogénea. A amostra
é estavel se armazenada nessa solucao a temperatura ambiente por 18 meses.

Etapa 2 — Precipitacdo da Proteina

1. Resfriar a amostra até a temperatura ambiente;
2. Adicionar 1 ml da solugdo de precipitacdo de proteina ao lisado celular;
3. Vortexar vigorosamente por 20 segundos para misturar a solugdo uniformemente

com o lisado celular;

4. Centrifugar a 3400 rpm por 10 minutos. As proteinas precipitadas formardo um
pellet marrom escuro e compacto;

Etapa 3 — Precipitacdo do DNA
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1. Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um tubo falcon de 15 mi
contendo 3 ml de isopranol 100%;

2. Inverter o tubo lentamente cerca de 50 vezes até que aparegam os “novelos” de
DNA;
3. Centrifugar a 3400 rpm por 3 minutos, o0 DNA sera visivel como um pellet

branco pequeno;

4. Retirar o sobrenadante e drenar o tubo em papel absorvente. Adicionar 3 ml de
etanol 70%. Inverter o tubo varias vezes para lavar o pellet de DNA,;

5. Centrifugar a 3400 rpm por 1 minuto. Retirar o sobrenadante cuidadosamente. O
pellet poderd estar solto, por isso é preciso inverter o tubo lenta e cuidadosamente para
ndo perdé-lo;

6. Drenar o tubo em papel absorvente e deixar a amostra “secar” a temperatura
ambiente por 15 minutos;

Etapa 4 — Hidratacdo do DNA

1. Adicionar 200-250ul de tampdo TE 1X (ou &gua) que resulta em uma
concentracdo aproximada de 400 pg/pl. Deixar o DNA hidratar neste tampédo a
temperatura ambiente por 12-24 horas ou alternativamente, incubar o DNA a 65° C por
1 horg;

2. Armazenar o DNA a 2-8° C;
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ANEXO 6 — AVALIACAO QUANTITATIVA E QUALITATIVA DAS AMOSTRAS
DE DNA (utilizando o sistema NanoDrop™ 2000 - Thermo Scientific)

Amostra [1ng 260/280 260/230
DA 01 1017 1,87 2,06
DA _03 696 1,80 1,58
DA _04 435 1,82 1,34
DA_05 114 1,80 1,64
DA 06 559 1,84 1,54
DA _07 860 1,86 1,95
DA 08 351 1,87 1,53
DA_09 348 1,80 1,26
DA_10 336 1,83 1,39
DA 11 507 1,87 1,69
DA 12 286 1,78 1,09
DA 13 506 1,84 1,48
DA_15 338 1,89 1,88
DA_16 182 1,88 1,65
10581 959 1,81 1,69
10598 1067 1,86 1,89
10727 1002 1,84 1,83
10765 - - -
10921 521 1,85 1,75
10941 607 1,82 1,70
10970 835 1,84 2,01
11024 403 1,96 1,78
11089 278 1,86 1,55
11178 690 1,88 1,73
11284 1090 1,84 1,89
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11289
11294

769
618

1,84
1,82

1,99
1,55
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ANEXO 7 - PAINEL: GENES D.A.

Em verde destacam-se o0s genes associados a deficiéncia auditiva néo

sindrdmica; em laranja os associados a deficiéncia auditiva sindrémica; em negrito

destacam-se 0s genes associados a deficiéncia auditiva sindrémica e ndo sindrémica; em

sublinhado destacam-se 0s genes associados a deficiéncia auditiva ligada ao X.

AlIEM1

PRPS1
ACTG1
ADCY1
BDNF
BDP1
BSND
CABP2
CCDC50
CD164
CDC14A
CDH23
CEACAM16
CiB2
CLDN9
CLDN14
CLIC5
COCH
COL4AG6

COL11A1

COL11A2

COMT2

CRYM

DCDC2

DFENAS

DFNB31

DFNB59

DIABLO

DIAPH1

DIAPH3

DSPP

DMXL2

ELMOD3

EPSS8

EPS8L2

ESPN

ESRP1

ESRRB

EYA4

FAM65B

GAB1
GIPC3
GJAL
GJB2
GJB3
GJB6
GPSM2
GRAP
GRHL2
GRXCR1
GRXCR?2
GSDME
HGF
HOMER?2
IFNLR1
ILDR1
KARS
KCNQ4
KITLG
LHFPL5
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LMX1A

LOXHD1

LRTOMT

MARVELD2

MCM2

MET

MIR96

MT-CO1

MT-RNR1

MT-TS1

MPZL2

MSRB3

MYH9

MYH14

MYO1A

MYO3A

MYO6

MYOT7A

MYO15A

NARS2

NLRP3

OSBPL2

OTOA

OTOF

OTOG

OTOGL
P2RX2
PCDH15
PDE1C
PDZD7
PJVK
PLS1
PNPT1
POU3F4
POU4F3
PPIP5K2
PRPS1
PTPRQ
RDX
RIPOR2
REST
ROR1
S1PR2
SCD5
SERPINB6
SIX1
SLC12A2
SLC17A8
SLC22A4

SLC26A4

SLC26A5
SLITRKG6
SMAC
SMPX
SPNS2
STRC
SYNE4
TBC1D24
TECTA
TIP2

TMC1

TMEM132E

TMIE

TMPRSS3

TNC

TPRN

TRIOBP

TRRAP

TSPEAR

USH1C

WBP2

WFS1

WHRN

ABHD12

ADGRV1



ALMS1

ANKH

ATP6V1B1

BCS1L

BTD

C10orf2

CACNA1D

CD151

CDKN1C

CHD7

CHSY1

CLPP

CLRN1

COL2A1

COL4A3

COL4A4

COL4AS5

COL9A1

COL9A2

COL9A3

DCAF17

DLX5

DNMT1

EDN3

EDNRB

ERALL
EYAL
FGF3
FOXI1
GATA3
GPR98
HARS
HARS2
HOXB1
HSD17B4
KCNE1
KCNJ10
KCNQ1
KIT
LARS?2
LRP2
MAN2B1
MANBA
MGP
MITF
NDP
PAX3
PEX1
PEX6

PEX26

POLR1C

POLR1D

SALL1

SANS

SEMASE

SIX5

SLC19A2

SLC52A2

SLC52A3

SMADA4

SNAI2

SOX10

TCOF1

TFAP2A

TIMMBA

TWNK

TYR

USH1G

USHZ2A

VCAN

VLGR1
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