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RESUMO

A deficiéncia auditiva é o disturbio sensorial mais comum no mundo. No Brasil, cerca de
5% da populagéo apresenta algum tipo de deficiéncia auditiva e 1,12% declaram né&o ouvir
som algum. Aproximadamente 50-60% dos casos de deficiéncia auditiva no mundo
possuem uma etiologia genética. Destes, 30% sdo sindromicos, sendo que mais de 100
genes ja foram associados com a deficiéncia auditiva ndo sindrémica. Painéis baseados
em sequenciamento de nova geracdo vém sendo comumente utilizados na busca da etiologia
genetica da deficiéncia auditiva ndo sindrémica e outras doencas genéticas, demonstrando-
se ser uma eficaz ferramenta. Nesse trabalho, propusemos um painel lon Ampliseq™
customizado especialmente para a deficiéncia auditiva sindrémica contendo 51 genes
associados as sindromes mais comuns somado ao gene GJB2, principal causa de deficiéncia
auditiva ndo sindrémica. Pacientes com e sem diagndstico clinico foram selecionados. Dos
26 pacientes sequenciados com éxito, foram encontradas mutacGes potencialmente
causativas em nove deles, todos com diagndstico clinico previo, enquanto foi possivel
realizar o diagndstico molecular em seis, obtendo-se uma taxa diagnostica de 23%. Foram
identificadas cinco mutacGes sem sentido, duas de sentido trocado e duas frameshift. O
painel demonstrou maior efetividade em realizar o diagnéstico molecular em pacientes com
diagndstico clinico em comparacdo aos pacientes sem diagndstico clinico, com excecao a
Sindrome Oculo-Auriculo-Vertebral, em que ndo foram encontradas mutacdes
potencialmente causativas nos genes propostos incluidos no painel. Em concluséo, o painel
demonstrou efetividade na realizacdo do diagndstico molecular especialmente para aqueles
com diagnostico clinico. A grande heterogeneidade genética, o envolvimento de genes
ainda ndo identificados, e consequentemente, ndo incluidos no painel, além da ndo
cobertura de regibes intronicas e/ou reguladoras podem estar envolvidas na nao
identificacdo de variantes que pudessem determinar o quadro dos demais pacientes. Ainda,
foi proposto de um fluxograma de abordagem diagnostica baseado nos resultados

observados neste trabalho.

Palavras-chave: deficiéncia auditiva, diagnostico clinico, diagndstico molecular, mutacéo.



ABSTRACT

Hearing impairment is the most common sensory disorder in the world. In Brazil, about
5% of the population has some type of hearing loss and 1.12% declares not hearing any
sound. Approximately 50-60% of the world's hearing loss cases have a genetic etiology.
30% of these cases are syndromic, and more than 100 genes have been associated with
non-syndromic hearing loss. Panels based on next generation sequencing have been
commonly used in the search for the genetic etiology of non-syndromic hearing loss and
other genetic disorders, proving to be an effective tool. In this work, we proposed a
specially designed Ion Ampliseq ™ panel for syndromic hearing loss containing 51 genes
associated with the most common syndromes plus the GJB2 gene, the main cause of non-
syndromic hearing loss. Patients with and without clinical diagnosis were selected. From
the 26 successfully sequenced patients, potentially causative mutations were found in nine
of them, all with a previous clinical diagnosis, while it was possible to perform the
molecular diagnosis in six of them, obtaining a diagnostic rate of 23%. We identified five
nonsense mutations, two missenses and two frameshift. The panel demonstrated greater
effectiveness in performing the molecular diagnosis in patients with clinical diagnosis
compared to patients without clinical diagnosis, except for Oculo-Auriculo-Vertebral
Syndrome, in which no potentially causative mutations were found in the proposed genes
included in the panel. In conclusion, the panel demonstrated effectiveness in performing
the molecular diagnosis especially for those with clinical diagnosis. The large genetic
heterogeneity, the involvement of unidentified genes, and consequently, not included in
the panel, besides the non-coverage of intronic and / or regulatory regions may be
involved in the non-identification of variants that could diagnosticate the other patients. In
addition, a flowchart of a diagnostic approach was proposed, based on the results observed
in this study.

Key words: hearing loss, clinical diagnosis, molecular diagnosis, mutation
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INTRODUCAO

Deficiéncia auditiva

Diversos termos na literatura e na pratica clinica sdo utilizados para se referir a
perda total ou parcial da capacidade auditiva, dentre eles surdez, deficiéncia auditiva e
perda auditiva. Segundo ALFORD et al. (2014) e a definicdo da OMS (2017), surdez é
um fenotipo caracterizado pela perda da capacidade total ou quase total da audicdo,
enquanto o termo deficiéncia auditiva e perda auditiva é utilizado para definir a perda da

capacidade auditiva em qualquer grau.

A deficiéncia auditiva é um dos distdrbio sensoriais mais comum no mundo (YAN
et al., 2016). Afeta 360 milhdes de pessoas, 0 que representa aproximadamente 5% da
populacdo mundial (OMS, 2017). A maioria de pessoas desse grupo vive em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Essa deficiéncia tem diversos impactos
emocionais, sociais, funcionais e mesmo econémicos ao individuo e a populacdo. Se o
paciente ndo possui 0 devido acesso a educacdo e assisténcia médica, pode se tornar
limitado a comunicacdo com outras pessoas, prejudicando sua autoestima e socializacao,
causando sérios prejuizos emocionais. A acessibilidade a servicos publicos e/ou culturais
se torna limitada, assim como sua inser¢cdo no mercado de trabalho. Adultos com
deficiéncias auditivas possuem uma taxa muito maior de desemprego e quando
empregados, em geral assumem ocupacdes de menor recompensa social e financeira
comparada a populacdo em geral. Essas situaces afetam ndo somente a vida do deficiente

como também aspectos sociais e econdmicos da populacdo em geral (OMS, 2017).

No Brasil, 5,1% da populacdo possui algum tipo de deficiéncia auditiva e
1,12% se declaram surdos, ou seja, possuem deficiéncia auditiva grave (IBGE, 2012).
O alto percentual da populacdo brasileira com esse tipo de deficiéncia motivaram
iniciativas, como a criacdo e implantacdo da Politica Nacional de Atencdo & Saude
Auditiva pelo Ministério da Satude em 2004, com o objetivo de organizar uma estratégia
de atencdo primaria de saude a deficientes auditivos e garantir maior qualidade de

vida.
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Morfologia e Fisiologia do aparelho auditivo

A percepcdo de ondas sonoras interpretadas pelo nosso sistema auditivo humano
ou de outros animais é o que caracteriza a audi¢cdo e o som. Nosso aparelho auditivo é
capaz de receber e interpretar ondas sonoras de acordo com a sua frequéncia, intensidade e
localizagdo. A frequéncia do som é medida na forma de Hertz (Hz) e os humanos séo
capazes de escutar sons na faixa 2000 a 20000 Hz, enquanto outros animais na faixa
de infrassom e ultrassom. Ja a intensidade do som € medida na escala logaritmica de
decibéis (dB), que é fungdo da amplitude da onda sonora. Isso quer dizer que cada
aumento de 10dB na amplitude sonora, representa um aumento de 10x na intensidade do
som. Sons com mais de 80dB ja podem comecar a comprometer uma audicao saudavel. A
orelha é o 6rgdo sensorial capaz de perceber sons e também estd envolvida com o

equilibrio. E dividida em orelha externa, orelha média e orelha interna (Figura 1.)

ORELHA EXTERNA |, ORELHA MEDIA ““ ORELHA INTERNA |
\ v

A orelha (pina)
direciona as \
ondas sonoras \
para dentro \
do meatd.

A jarela oval e a janela redonda separam a orzlha interna
preenchida com liquido da orelha médla que contém ar.

Canais Janela oval
semicirculares (janela do vestibulo) Ner/os

Membrana
timpénica
céclpa)

= Veia jugular Tuba auditiva 3 \
interna

Figura 1. Anatomia da orelha externa, média e interna. Retirado de Silverthorn (2010).

A orelha externa é composta pela auricula ou pina e pelo meato acustico externo
ou canal auditivo. O canal auditivo é fechado na sua extremidade interna pela

membrana timpanica, a qual separa a orelha externa da orelha média. A orelha média é

19



uma cavidade cheia de ar onde estdo presentes os trés ossiculos fundamentais para o
processamento auditivo da orelha média a orelha interna: materno, bigorna e estribo. O
martelo € fixado & membrana timpénica e o estribo se prende a uma fina membrana que
conecta a orelha média a orelha interna, onde fica a janela redonda. A orelha interna
contém duas estruturas importantes: o vestibulo com canais semicirculares, responsaveis
pela orientacdo tri-dimensional e percepcdo de gravidade; e a cOclea, que se conecta
com nervos auditivos capazes de transmitir a informacéo sensorial ao cérebro. A coclea
tem formato de uma concha de caracol e esta inserida em uma cavidade Ossea. Esta
se conecta a orelha média pela janela oval e janela redonda e apresenta trés ductos
cheios de liquido: a rampa do vestibulo, o ducto coclear e a rampa do timpano. As
rampas do vestibulo e do timpano sdo preenchidas por perilinfa, de composi¢éo idnica
semelhante a do plasma, enquanto o ducto coclear é preenchido pela endolinfa, mais
semelhantes ao liquido intracelular. Portanto esses liquidos apresentam composicdes
idnicas distintas. E no ducto coclear que esta presente o Orgdo de Corti, que é composto
por células receptoras ciliadas e células de sustentacdo. A membrana basilar esta sob o
Orgdo de Corti e a membrana tectdria estd acima, cobrindo-o parcialmente. Essas
membranas sdo flexiveis e capazes de se moverem estimulando as células ciliadas
(Figura 2).

A transmissdo sonora tem inicio na orelha externa quando as ondas sonoras
atingem a membrana timpanica provocando vibragdes na mesma. Essas vibragfes séo
transmitidas aos ossiculos da orelha média - martelo, bigorna e estribo - em sequéncia. A
vibracdo desses ossiculos tem como consequéncia a amplificacdo do som. As vibracdes
atingem a janela oval e passam para os liquidos presentes na coclea até atingirem as
membranas basilares e tectoricas que sdo capazes de inclinarem as células ciliadas. A
superficie das células ciliadas é modificada formando dezenas de filamentos ricos em
actina, os estereocilios, que se movem de um lado para o0 outro com 0 movimento das
células (Figura 2.). Esse movimento abre e fecha canais idnicos das células ciliadas,
provocando a despolarizacdo dessas células e a liberacdo de sinais elétricos, capazes de
estimular a liberacdo de neurotransmissores para a estimulagcdo dos neurdnios sensoriais
que compdem o nervo coclear ou nervo craniano VIII. O ndcleos cocleares do bulbo
recebem as informag0es que séo processadas, como tempo e qualidade do som. Outros
neurbnios se projetam para dois nlcleos da ponte, depois a informacdo segue para 0s
nucleos no mesencéfalo e no tdlamo para depois se direcionarem para o cortex auditivo
(DROR; AVRAHAM, 2010; SILVERTHORN, 2010).
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Figura 2. Esquema de propagacdo do som na cdclea, mostrando a estimulacdo das membranas
basilares e tectéricas por vibracdes no liquido coclear, as quais sdo capazes de inclinarem as
celulas ciliadas, estimulando os mdltiplos esterocilios presentes nessas células. (Adaptado de
Silverthorn, 2010).

ClassificacOes da deficiéncia auditiva

A deficiéncia auditiva pode ser classificada segundo varios parametros como

clinica, tipo, idade de inicio, lateralidade ou simetria, estabilidade e grau.
Clinico:

Sindrémica: quando o quadro de deficiéncia auditiva est4d associado com
manifestacdes clinicas em outros orgdos, tais como alteracdes morfoldgicas, oculares,

renais, cardiacas, dentre outras;

N&o-sindrdmica: quando a deficiéncia auditiva ndo é associada com outras

manifestagdes clinicas.

Tipos:

Neurosensorial: resultante de ma fungéo de estruturas do ouvido interno;
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Condutiva: decorrente, geralmente, de anormalidades estruturais do ouvido

interno ou ouvido médio;
Mista: decorrente da combinacao de deficiéncia auditiva sensorial e condutiva;

Disfuncdo do sistema central auditivo: disfuncdo no oitavo nervo cranial, no

tronco cerebral auditivo ou no cortex cerebral (problemas de processamento).
Idade de inicio:

Pré-lingual: a perda auditiva acontece antes da fase do desenvolvimento da fala,

em que a audicao e essencial;

Pds-lingual: quando a perda auditiva ocorre depois que o individuo ja aprendeu a

se comunicar verbalmente.
Lateralidade ou simetria:

Unilateral ou assimétrica: quando acomete apenas um lado;

Bilateral ou simétrica: quando acomete os dois lados.

Estabilidade:
Progressiv: quando a capacidade auditiva diminui com o tempo;

N&o progressiva: quando a capacidade auditiva é estavel;

Flutuante: quando ocorrem recidivas.

Grau: de acordo com a classificagdo apresentada na Tabela 1 (ALFORD et al.,
2014; SMITH et al., 1999)
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Tabela 1.Classificacdo da deficiéncia auditiva em graus de gravidade de acordo com os limiares
auditivos em dB (decibéis) (Adaptado de SMITH et al, 1999).

Grau Limiar auditivo em Db
Leve 26-40 Db
Moderado 41-55dB
Moderadamente Severo 56-70 Db
Severo 71-90 dB
Profundo 90 dB

Etiologia da deficiéncia auditiva

A deficiéncia auditiva, assim como outras deficiéncias, pode ter origens ambientais,
genéticas ou ainda ser o resultado de uma composicdo desses fatores (DROR &
AVRAHAM, 2010). Estima-se que 50-60% dos casos de deficiéncia auditiva em
criancas em paises desenvolvidos tenham uma etiologia genética (MORTON &
NANCE, 2006; NANCE, 2003). Os outros 50% dos casos sdo atribuidas as causas
ambientais, que sdo multiplas, podendo causar perda da audicdo temporaria ou
permanente. Dentre elas podemos citar: exposicdo excessiva a ruidos, infeccbes virais,
uso prologando de medicamentos ototdxicos, como aminoglicosideos e gentamicinas,
anoxia neonatal e hiperbilirrubinemia (YORGASON et al, 2006). Quanto aos fatores
genéticos, a deficiéncia auditiva hereditaria apresenta grande heterogeneidade genética,
tanto alélica quanto génica. A heterogeneidade frequentemente dificulta a busca pelo
diagndstico molecular, pois individuos com diferentes gendtipos podem apresentar
fendtipos clinicos semelhantes, além de que muta¢fes no mesmo gene podem causar
uma variedade de fendtipos clinicos distintos (ANGELI et al, 2012). Sdo conhecidas
mais de 400 sindromes que apresentam a deficiéncia auditiva como uma das
caracteristicas fenotipicas (ANGELI et al. 2012) e mais de 100 loci associados com a
deficiéncia auditiva (TEKIN et al., 2015). Esses genes relacionados a deficiéncia
auditiva sindrébmica e ndo sindrobmica em geral codificam proteinas relacionadas a
diferentes funcdes essenciais para a manutencdo e o desenvolvimento do sistema
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auditivo, como fatores de transcri¢do, proteinas estruturais, canais iénicos, entre outros
(DROR & AVRAHAM, 2010).

Com relacéo ao atendimento médico, muitas vezes é dificil definir a etiologia da
deficiéncia auditiva. Ainda que se descarte a etiologia ambiental, no campo da genética
existem dificuldades para se determinar a etiologia e distinguir um quadro sindrémico
de ndo sindrémico, devido a grande heterogeneidade fenotipica de muitas sindromes e o
aparecimento isolado de alguns sinais clinicos, como por exemplo, 0 aparecimento
precoce da deficiéncia auditiva, sem 0 aparecimento, no primeiro momento, das outras
manifestagdes da sindrome (ALFORD et al., 2014). Um exemplo é a Sindrome de
Usher, onde a deficiéncia auditiva frequentemente é congénita com o surgimento de
comprometimento visual apenas no final da infancia (SLOAN-HEGGEN et al., 2016).
Pode-se dizer que estas sdo sindromes que mimetizam a deficiéncia auditiva néo
sindromica. Como outro fator complicante, a deficiéncia auditiva pode ser acompanhada
de outras complicacbes clinicas de etiologias completamente distintas, dificultando o

correto diagndstico e determinacéo da etiologia da deficiéncia auditiva.

Deficiéncia auditiva sindromica

A deficiéncia auditiva sindrobmica é aquela em que a deficiéncia auditiva é
acompanhada por anormalidades adicionais (KOFFLER et al. 2016). Estima-se que 30%
dos casos de deficiéncia auditiva genética sdo sindromicos (ALFORD et al., 2014).
Abaixo estdo sumarizadas parte das sindromes mais comuns associadas a deficiéncia

auditiva.

CHARGE

A sindrome de CHARGE (OMIM, 214800) retne diversas alteragdes clinicas
que ddo o nome a sindrome. Dentre elas encontra-se: coloboma ocular (Coloboma),
anomalia cardiaca (Heart anomalies), atresia de coanas (Atresia choanal), retardo do
desenvolvimento (Retardation of development), anomalias genitais (Genital anomalies)

e anomalias das orelhas (Ear anomalies). Hiposmia, fenda palatina e fistula
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traqueoesofagica também sdo reportados como caracteristicas associadas a sindrome.
E uma sindrome rara, com incidéncia de aproximadamente 1:10000 (LALANI et al.,

2006) , tendo heranca autossdmica dominante.

O gene CDH7, que codifica uma proteina helicase envolvida na remodelacdo de
cromatina, é o principal gene com mutacfes associadas a causa da sindrome (SOHN et
al., 2016). O gene SEMAE3 também ja foi relacionado a sindrome em casos pontuais.
(JANSSEN et al., 2012; LALANI et al., 2004). Foi observado que até 90% dos
pacientes clinicamente diagnosticados com CHARGE apresentam mutagdes patogénicas
no gene CHD7, sendo o principal gene relacionado a sindrome. (LALANI et al.,
2006; SOHN et al., 2016; ZENTNER et al., 2011)

Treacher Collins

A sindrome de Treacher Collins, também conhecida como Displasia Mandibulo-
facial ou sindrome de Franschetti-Zwahlen-Klein, tem como as principais manifestacdes
a hipoplasia dos o0ssos zigomaticos, da mandibula e do malixar, microtia e outras
anormalidades da orelha externa, coloboma da palpebra inferior e auséncia de cilios
inferiores. Possui incidéncia de aproximadamente 1:50000. A sindrome é causada
principalmente por mutacdes patogénicas no gene TCOF1 (~ 78-93% dos casos)
(OMIM 606847), porém mutaces patogénicas nos genes POLR1C (OMIM 610060) e
POLR1D (OMIM 613715) também podem levar ao quadro. A sindrome tem padrdo de
heranca autossomico dominante. A surdez condutiva é resultado da malformagdo ou
auséncia dos ossiculos da orelha média e malformacdes da orelha externa e estd
presente em aproximadamente 40-50% dos casos (KATSANIS & JABS, 2004;
TRAINOR &ANDREWS, 2013).

Waardenburg

A sindrome de Waardenburg é caracterizada por manifestacdes clinica tais como
olhos azuis brilhantes ou heterocromia de iris, deficiéncia auditiva e pigmentacdo da
pele e/ou cabelos anbmala. Apresenta padrdo de herand autossdmico dominante. (SONG,
et al., 2015). A incidéncia é estimada em 1:42000 (DOURMISHEYV et al., 1999). Devido
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a sua heterogeneidade fenotipica, a sindrome é classificada em quatro tipos: tipo |
(OMIM 193500), tipo Il (OMIM 193510), tipo Il ( OMIM 148820) e tipo IV ( OMIM
277580), caracterizada também por heterogeneidade genética. Os tipos | e Ill sdo
associados & mutacGes patogénicas no gene PAX3, o tipo Il associado a mutacdes
patogénicas nos genes MITF, SNAI2 e SOX10 e o tipo IV associado a mutacdes nos
genes EDNRB, EDN3 e SOX10 (SONG, et al., 2015).

Usher

A sindrome de Usher é caracterizada pela alta heterogeneidade clinica e genética
e por isso é dividida em grupos que compartilham determinadas caracteristicas clinicas
em comum. Em geral, pessoas afetadas apresentam deficiéncia auditiva que pode variar
de leve a profunda, além de retinite pigmentosa e disfuncdo vestibular. No tipo |
(OMIM 276900), os afetados apresentam surdez congénita profunda, retinite
pigmentosa progressiva e bilateral, alem de disfuncdes vestibulares. A sindrome do tipo
Il ( OMIM 605472) é menos severa, ja que ha auséncia de disfuncdo vestibular e a
deficiéncia auditiva congénita é de leve a moderada em baixas frequéncias, porém a
retinite pigmentosa ainda se faz presente. O tipo Il (OMIM 276902) é caracterizado por
surdez e retinite pigmentosa, que podem variar quanto a idade de manifestacdo, e a
disfuncdo vestibular, que pode estar presente ou ausente (YAN & LIU, 2010). Até o
momento ja foram identificados 15 diferentes loci relacionados a sindrome. Para o tipo
I, foram identificados seis genes - MYO7A, USH1C, CDH23, PCDH15, SANS e CIB2;
para o tipo Il , quatro genes- USH2A, GPR98/PDZD7 e WHRN - e um gene para o tipo
I1l: CLRN1 (EBERMANN et al., 2010; VAN CAMP & SMITH, 2017). A sindrome
apresenta padrdo de heranca autossomico recessivo (KRAWVITZ et al, 2014). A
prevaléncia é estimada em 3.2-6.2:100000; porém, essa deve ser uma subestimativa
visto que pessoas afetadas pelos tipos menos severos Il ou Ill da sindrome podem estar
subrepresentadas nessas estatisticas (LENTZ & KEATS, 2016)
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Branquio-Oto-Renal

A Sindrome Branquio-Oto-Renal (BOR) (OMIM 113650/ OMIM 610896) é uma
sindrome de heranca autossémica dominante e € considerada umas das sindromes
autossdmica dominantes mais comuns relacionadas a deficiéncia auditiva (SONG et al.,
2013). Inclui alteragdes branquiais, como fistulas cervicais e “pits” auriculares; auditivas e
renais, que podem ter grande variagdo, incluindo diagnosticos diferenciais. (JECMENICA
& BAJEC-OPANCINA, 2015). As mutacGes no gene EYA1 sdo as mais comumentes
associadas ao quadro da sindrome (40%), enquanto mutagdes nos genes SIX1 e SIX5
também ja foram relacionadas em menores propor¢fes. Mais de 160 mutacdes no gene
EYAL ja foram relacionadas a sindrome, sendo as mutacGes sem sentido as com maior
representatividade (SONG, et al., 2013).

Oculo-Auriculo-Vertebral

O espectro Oculo-Auriculo-Vertebral (Sindrome de Goldenhar) é caratacterizado
por um conjunto de anomalias derivados de defeitos no desenvolvimento do primeiro e
segundo arco-branquiais. As caracteristicas fenotipicas podem ter grande variacdo, desde
uma microtia isolada até uma grave microssomia hemifacial. Na sindrome de Goldenhar,
alteracdes da coluna vertebral e olhos ainda podem ser observadas: dermoibe epibulbar,
coloboma de pélpebra superior e alteracbes nas veértebras (DAVIDE et al., 2017). A
etiologia da doenca demonstra-se ser bastante heterogénea, ndo tendo sido esclarecida até
0 momento uma Unica causa. (ASHOKAN et al. 2014). Sugere-se o envolvimento de
fatores genéticos desconhecidos, entra elas, aberracbes cromossdémicas e causas
ambientais (DOS SANTOS et al., 2014). Diversas casos familiares ja foram descritos
com padr@es de heranca autossémico dominante e recessivo, embora a maioria dos casos
seja esporadico (TASSE et al, 2007).

MIDD (Maternally Inherited diabetes and deafness)

A sindrome MIDD (OMIM 520000) é causada, principalmente pela mutagéo

m.3243A>G no gene MTTL1 do DNA mitocondrial e tem como caracteristicas clinicas
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principalmente a surdez neurossensorial progressiva e a diabetes semelhante a tipo II.
Algumas outras anomalias podem estar presentes, como problemas cardiacos e
intestinais (MURPHY et al., 2008). Mutacdes patogénicas em outros genes

mitocondriais como MTTE e MTTK também podem levar ao mesmo quadro clinico.

Diagndstico Molecular

Um roteiro clinico e diagnéstico deve ser seguido quando h& suspeita de
deficiéncia auditiva em um novo paciente. O ideal é que seja feita uma avaliacdo
multidisciplinar que inclua otorrinolaringologistas, geneticistas, entre outras
especialidades. A avaliacdo da historia clinica do paciente, historia pré e pds-natal, além
do heredograma e a histéria clinica da familia sdo fundamentais como primeiro passo,
aléem de exames fisico e laboratoriais que devem ser feitos, tais como exames
oftalmoldgicos, audiométricos, teste de TSH e urina para confirmar a existéncia e/ou
auséncia da deficiéncia auditiva e de comprometimentos adicionais. Todos esses
exames, unidos a testes genéticos, podem identificar com mais precisao a etiologia
da deficiéncia auditiva (ALVES & RIBEIRO, 2007).

Um dos primeiros passos na busca da etiologia da doenca € a inclusdo ou
exclusdo do ambiente como fendmeno explicativo. Nesse caso, busca-se a deteccdo de
uma possivel infeccdo, como o teste para citomegalovirus (CMV) (ALFORD et al.,
2014). A avaliacdo genética familiar visa direcionar os testes genéticos e proporcionar
um aconselhamento genético mais apropriado. Nesse caso, pode ser possivel avaliar 0s
riscos implicados para outros membros da familia, o progndstico para o paciente, 0 que
inclui uma especial atencdo a outros orgaos afetados na sindrome detectada, além de

sugestdes de intervencdes para melhorar o seu desenvolvimento.

A maioria dos testes genéticos disponiveis para casos de deficiéncia auditiva
hereditaria sdo baseados na genotipagem ou sequenciamento de um gene suspeito
especifico. Esse gene é definido com base na suspeita clinica e em um conhecimento ja
estabelecido de genes que se relacionam com determinado quadro clinico. Em casos de
suspeita de deficiéncia auditiva ndo sindrémica, o gene GJB2 é o principal alvo de testes
para a determinagdo da causa molecular da deficiéncia. Em suspeitas de deficiéncia
auditiva sindrdmica, ha uma série de genes relacionados com sindromes conhecidas

(exemplos apresentados previamente) que podem ser testados caso haja uma suspeita
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clinica que aponte para uma dessas sindromes, como por exemplo, a investigacdo do
gene CDH23 quando ha suspeita da sindrome de Usher tipo I, ou PAX3 quando ha
suspeita da sindrome de Waardenburg tipo | (ALFORD et al., 2014). Ainda existem
outras técnicas, a exemplo do MLPA (Multiplex ligation-dependent probe
amplification) ou microarrays, para analise de outras alteracfes genéticas, como Copy
Number Variations (CNVs), que podem levar a quadros clinicos de deficiéncia auditiva

sindrdmica ou ndo sindromica.

Atualmente, testes baseados no Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) do
genoma vém tomando grande espaco na Genética Médica. Estes testes podem ser
baseados em um sequenciamento direcionado de éxons, sequenciamento de exoma total

OuU mesmo no sequenciamento de todo o genoma.

No primeiro caso, sdo sequenciados apenas regides de interesse. Por exemplo,
apenas regides codificantes presentes nos éxons de genes e regibes de splicing
relacionados as sindromes conhecidas, que apresentam a deficiéncia auditiva como um
dos fenotipos podem ser sequenciadas. Nesse caso, um conhecimento prévio de
genes/regides relacionados ao fendtipo e as diferentes sindromes € necesséario.
Normalmente, envolve um enriquecimento das regides de interesse do genoma e posterior
sequenciamento de alta performance (SHEARER & SMITH, 2015). Ja o sequecimento de
exoma total é o sequenciamento de todos 0s éxons presentes em genes codificantes do
genoma (WARR et al., 2015), enquanto o sequenciamento do genoma completo envolve

0 sequenciamento de todas as regides do genoma humano.

As regides codificantes do genoma estdo distribuida ao longo dos éxons ( ~180.000)
e representam aproximadamente 1% de todo o genoma humano (NG et al., 2010). Sabe-
se, ainda, que a maioria das mutacGes envolvidas em doencas mendelianas estdo em
regides codificantes, sendo entéo, regides com grande potencial de se encontrar variantes
patogénicas (BAMSHAD et al., 2011).

Com o progresso da tecnologia, esses testes foram se tornando cada vez mais
acessiveis financeiramente. No entanto, o grande volume de dados e o desafio das
analises bioinformaticas podem tornar a analise complexa, assim como 0 processo
delicado de classificacdo das variantes encontradas. O sequenciamento direcionado de
éxons, por cobrir uma menor por¢do do genoma, € a analise que pode ser considerada de

menor complexidade quando comparada com o sequenciamento de maiores porgdes do
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genoma, além de proporcionar melhor cobertura e custo-beneficio até o momento, por

ser de menor custo.

Diversos estudos aplicando a técnica de sequenciamento de exoma direcionado ja
foram publicados a fim de identificar mutacdes em pacientes com deficiéncia auditiva
ndo sindromica (CHEN et al., 2015; CHOI et al., 2013; SHEARER et al., 2013) e outros
para diagnostico de sindrome associadas a deficiéncia auditiva, especialmente as mais
heterogéneas, como sindrome de Usher e Waardenburg (HUANG et al., 2013; SHI et al.,
2016). No entanto, nenhum trabalho até 0 momento usou a tecnologia a fim de desenhar

um painel especificamente para deficiéncia auditiva como propomos neste trabalho.

Essa técnica permite encontrar mutacGes associadas a patologia ja descritas em
bancos de dados e/ou pode revelar novas mutagcdes patogénicas nos genes relacionados
a condi¢do. Em seu estudo, HUANG et al.(2013) desenhou um painel de éxons de 144
genes relacionados a retinites genéticas e comprovou ser Util para investigar as causas
genéticas em seus pacientes, além de ter relevado com essa mesma técnica sete novas
mutagOes patogénicas no gene USH2A. Da mesma forma, SHI et al. (2016) identificou
uma nova mutacdo patogénica no gene MIFT segregando em uma familia chinesa
através do uso de um painel que cobria todos 0s genes relacionados até entdo a sindrome
de Waardendurg. A possibilidade de investigar varios genes ao mesmo tempo com 6tima
cobertura proporciona a identificacdo de novos polimorfirmos e mutacdes em uma
escala muito maior do que qualquer outra vista anteriormente, gerando um grande

volume de dados, que é fundamental na melhor compreenséo da deficiéncia auditiva.

As tecnologias baseadas em sequenciamento de nova geracdo ainda representam a
melhor opc¢do para abranger a grande heterogeneidade genética que existe na etiologia da
deficiéncia auditiva, especialmente em casos sindrémicos, enquanto o0s testes de

genotipagem individuais ndo permitem (ALFORD et al., 2014) .

Quando nenhuma explicacdo para a etiologia da deficiéncia auditiva ou da sindrome
é encontrada por métodos moleculares prévios, como analises por microarray ou por
paineis de genes, uma alternativa pode ser a analise por sequenciamento de exoma total
ou mesmo um sequenciamento de genoma total, quando necessario. Recentemente, o
uso do sequenciamento do genoma total como diagnostico para doencgas genéticas foi
evidenciado ao identificar variagOes causativas em 42% dos pacientes com deficiéncia

intelectual selecionados para o estudo. Estes pacientes ja haviam sido previamente
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investigados pelas mais variadas técnicas moleculares disponiveis, sem nenhum
resultado, incluindo microarray e sequenciamento de exoma total (GILISSEN et al.,
2014).

JUSTIFICATIVA

Estima-se que, quando n&o identificada e tratada, a deficiéncia auditiva representa
um custo global de aproximadamente 750 bilhdes de dolares. Dessa forma, intervencoes
para a sua identificacdo, tratamento e prevencgéo trazem um grande beneficio ndo s6 para

0s pacientes, mas também financeiro (OMS, 2017).

Painéis genéticos baseados em sequenciamento de nova geracdo vem sendo
utilizados para realizar um screening de mutacdes em genes relacionados a cancer,
doencas neurodegenerativas, entre outras doencas, com resultados satisfatorios.
Atualmente, o American College of Medical Genetics and Genomics Practice Guideline
(2014) recomenda o uso painéis direcionados baseado em suspeitas diagndsticas na
investigacdo da etiologia genética da deficiéncia auditiva. A investigacdo de deficiéncia
auditiva ndo sindrébmica j& conta com alguns painéis desenvolvidos, enquanto ainda
ndo existe na literatura nenhum painel desenvolvido especificamente para a deficiéncia
auditiva sindrémica. Dessa forma, o desenvolvimento de um painel baseado em
sequenciamento de exoma direcionado para deficiéncia auditiva sindrémica visa
incrementar e oferecer uma alternativa moderna na busca da etiologia genética dessas
doencas. A andlise de exomas direcionados ja vem sendo utilizada na prospeccdo da
etiologia genética de diversos casos de deficiéncia auditiva sindrémica e ndo

sindrébmica em grandes centros e laboratérios de diagndstico internacionais.

Um diagndstico molecular preciso auxilia na confirmacdo do diagnéstico clinico e
permite esclarecer a probabilidade de recorréncia da doenca em outros membros da
familia. Também pode auxiliar em uma melhor investigacdo sobre a genética da doenca,
nas possibilidades de tratamento e nos possiveis efeitos da doenga sobre a saude do
paciente, além de permitir um diagndstico pré-natal acurado, que permite um manejo

precoce da doenca. Todos esses beneficios permitem um melhor aconselhamento genético.

Tendo isso em vista, 0 presente projeto busca contribuir para um melhor diagnéstico
genetico da deficiéncia auditiva sindrémica a partir do desenvolvimento de um painel
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diagnostico baseado em sequenciamento de exoma direcionado que cubra genes

candidatos e descritos relacionados a deficiéncia auditiva sindromica.

OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Desenvolver um painel diagndstico para deficiéncia auditiva sindrémica baseado
em sequenciamento de exoma direcionado capaz de cobrir genes ja descritos como

relacionados e genes candidatos a deficiéncia auditiva sindrémica.

Objetivos Especificos:

1. Desenhar um painel diagndstico a partir de levantamento bibliografico de genes
relacionados com sindromes que tenham como caracteristica clinica a deficiéncia

auditiva em qualquer grau;

2. ldentificar a presenca de mutacBGes potencialmente patogénicas em pacientes
com deficiéncia auditiva sindrémica, sejam descritas ou nao, nos genes cobertos pelo

painel,

3. Avaliar a potencial existéncia de pacientes, dentre os selecionados, com uma
possivel deficiéncia auditiva ndo sindrédmica associada a sinais clinicos de diferente

etiologia genética;

4. Avaliar a relacdo entre 0s genes propostos para a Sindrome de Goldenhar

com os pacientes diagnosticados com a sindrome incluidos no estudo;

5. Avaliar o desempenho do painel como ferramenta diagndstica.
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MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos

Esse projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Brasilia, namero CAAE 30441114.8.0000.0030 e parecer nimero 1.312.729. Os pacientes
recrutados e/ou seus responsaveis receberam todos os esclarecimentos necessarios antes e
durante a pesquisa sobre as nossas metodologias e objetivos. Os pacientes que atenderam
aos critérios de inclusdo (abaixo) no projeto e concordaram com a participacdo, foram
convidados a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, onde
permitiram o uso de seu material biolégico coletado e outras informac@es relevantes para o
projeto, mantendo o total sigilo acerca das suas informacGes. Em caso de pacientes
incapazes ou menores de idade, os responsaveis assinaram o TCLE e 0s 0S menores
assinaram o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido — TALE, redigido em

linguagem mais simplificada e acessivel a essas pessoas.

Critérios de Inclusao

Foram recrutados 27 pacientes e dois individuos controle (portadores da mutagdo
¢.35delG no gene GJB2) que concordaram em participar da pesquisa ou foram autorizados
através dos responsaveis via assinatura do TCLE. Dos pacientes incluidos, sete ndo
apresentam diagnostico clinico de sindrome conhecida em que a deficiéncia auditiva seja
um dos sinais clinicos. O objetivo dessa inclusao foi avaliar se esse painel também poderia
ser utilizado para esse tipo de caso. Dois pacientes apresentam Sindrome Oculo-Auriculo-
Vertebral, sindrome sem gene conhecidamente relacionados até a data do desenho do
painel, mas para a qual adicionamos genes propostos. Esses pacientes ja haviam realizado
previamente analise por microarray. O restante dos pacientes (18), apresentam diagnostico

clinico.
Os critérios de inclusdo nesse estudo foram:

a. Ter diagnostico clinico de deficiéncia auditiva acompanhada de outras alteracfes

morfologicas ou fisiologicas, tais como alteracBes visuais, cardiacas, renais,
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dismorfias, que permitam classificar clinicamente um quadro de deficiéncia
auditiva sindrémica;

b. Na&o ter diagndstico molecular definido;

c. Consentir com sua participagcdo no projeto ao assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido —~TCLE.

Coleta de material bioldgico, extracéo e avaliagdo do DNA

Foram coletados de 4 a 8 ml de sangue periférico, em tubo contendo EDTA como
anticoagulante, por profissional capacitado e utilizando material estéril e descartavel. A
extracdo de DNA foi realizada seguindo protocolo adaptado do Kit Gentra Puregene
Blood Kit- QIAGEN, usado de rotina no laboratério. Apos a extragdo, o material genético
foi avaliado qualitativamente e quantitativamente utilizando os sistemas Nanodrop e Qubit

e por gel de agarose.

Desenvolvimento do painel de exoma direcionado para diagnostico
de deficiéncia auditiva sindrémica

O painel de exoma direcionado foi desenvolvido para uso na plataforma ION
Torrent PGM™ (Personal Genome Machine), pois esta permite a analise de amostras de
forma individualizada, enquanto nas plataformas concorrentes a analise deve ser realizada
para um ndmero determinado de amostras. Como espera-se que o painel seja utilizado
para casos clinicos esporadicos, uma plataforma que permita a analise de um individuo é
mais adequada. Ainda, protocolos de menor custo e que pudessem ser realizados de
forma mais indivualizada foram priorizados a fim de que o painel pudesse ser uma
ferramenta utilizada de rotina para diagnésticos. Além disso, os iniciadores do painel
Ampliseq vém em quantidade suficiente para o preparo de biblioteca de centenas de

amostras.

O desenvolvimento do painel de diagnostico consistiu na selecdo de genes
relacionados e candidatos a deficiéncia auditiva sindromica com base no banco de dados
do OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) e literatura especializada. Também foi
adicionado o gene GJB2, que além de relacionado com sindromes, também é o principal

gene relacionado a deficiéncia auditiva ndo sindromica, na tentativa de identificar a
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deficiéncia auditiva ndo sindrdmica com outros sinais clinicos de diferentes etiologias

genéticas.

Os genes foram selecionados buscando a melhor cobertura possivel do
conhecimento atual sobre deficiéncia auditiva sindrébmica. A partir da definicdo dos
genes, o painel customizado foi desenhado usando o software ION Ampliseg™ Designer
online (https://www.ampliseq.com/). Os iniciadores foram divididos em dois conjuntos

(pools), de acordo com o protocolo do fabricante.

Sequenciamento das regides alvo do painel

Amplicac6es dos alvos gendmicos e preparo de Biblioteca NGS

Para o preparo da biblioteca foi utilizado o kit lon Ampliseq™ Library 2.0
conforme protocolo do fabricante, exposto na figura 5 de forma ilustrada. Primeiramente,
realizou-se a amplificacdo dos alvos genémicos por PCR, sendo que o numero de ciclos,
18, foi estimado a partir do nUmero de pares de iniciadores por pool. Posteriormente, as
sequéncias de iniciadores foram parcialmente digeridas utilizando o reagente especifico
PuFa. Os barcodes e adaptadores universais foram ligados aos amplicons utilizando o kit
lon Xpress™ Barcodes Adapters. A numeragdo dos barcodes foi sequencial e realizada

pelo fabricante.

Com a biblioteca NGS montada, procedeu-se a sua purificacdo, realizada utilizando
0 Agencourt® AMPure® XP Reagent . Depois, foi realizada a amplificacdo da biblioteca
por PCR e a uma segunda purificacdo utilizando o mesmo reagente. A biblioteca foi entdo
quantificada utilizando o kit Qubit® dsDNA HS Assay Kit ou Ion Library TagMan™
Quantitation Kit e diluida para a concentracdo necessaria aproximada de 100 pM, a fim

de ser utilizada na proxima etapa.
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Figura 3. Fluxograma demonstrativo dos processos para o preparo da biblioteca lon Ampliseq.
Uma PCR multiplex é realizada a fim de amplificar o alvos gendnimos desenhados no painel.
Depois, procede-se a digestdo parcial das sequéncias de primers e a posterior ligacdo de
adaptadores  barcodes, criando uma biblioteca com barcodes. Modificado de
http://www.floragenex.com/ampliseq/

PCR em emulséo e Enriquecimento de beads positivas

O sequenciamento pelo ION Torrent possui algumas peculiaridades tipicas da
plataforma, como a amplificacdo clonal da bibloteca feita por PCR em emuls&o. Para isso,
pequenas micelas sdo formadas em uma solu¢do emulsionada, em que cada uma devera
abrigar apenas uma bead (esfera) e um segmento de DNA ligado a ela pelo seu adaptador,
segmento este que sera amplificado clonalmente em ciclos de PCR a fim de amplificar o

sinal a ser detectado durante do sequenciamento pelo ION PGM™,

Apds a biblioteca preparada, purificada e quantificada, segue-se para a realizacéo

da PCR em emulsao, realizada pelo equipamento One Touch™ 2. Para isso, 0S reagentes
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para a PCR e as beads Ion PGM™ Hi-Q™ [SPs sdo adicionados a biblioteca na
concentracdo adequada de 100pM. Para a realizacdo da PCR em emulsdo e
enriquecimento das beads positivas (aquelas que contém fragmentos de DNA amplificado)
foi utilizado o kit Ton PGM™ Hi-Q™ OT2 , conforme protocolo dos fabricantes. Apds a
amplificagdo pela PCR em emulsdo, as beads foram recuperadas e seguiu-se com 0
enriquecimento das beads positivas pelo equipamento equipamento One Touch™ ES.
Nessa etapa, ocorre a separacdo das beads acopladas a framentos de DNA amplificados

das beads ndo acopladas. Apenas as beads positivas sequem para 0 sequenciamento.

Sequenciamento na Plataforma ION Torrent PGM™

O sequenciamento foi realizado conforme protocolo do fabricante pelo
sequenciador ION Torrent PGM™, Antes de carregar o chip com as amostras, as beads
controle Control lon Sphere™ Particles foram adicionadas as beads positivas. Depois, 0s
primers de sequenciamento foram anelados as amostras no termociclador e a polimerase
lon PGM™ Hij-Q™ Sequencing Polymerase foi adicionada ao produto. Carregamos o
chip lon 318™ Chip com o volume total de reagcdo (~30ul). O chip lon 318™ contém
milhares de micropocos onde as beads positivas irdo de depositar e é capaz de gerar até 2

Gb de dados de sequenciamento e pelo menos 4 milhdes de reads (fragmentos de leitura).

Analise Bioinformatica

Os dados gerados pelo ION PGM™ foram analisados primeiramente quanto a
qualidade do sequenciamento. Depois desta primeira etapa, procedeu-se a chamada e
anotagédo das variantes. Depois de identificadas, as variantes foram analisadas baseado

nos resultados retornados pela anotagéo e dados na literatura. (Figura 4.)
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Figura 4. Fluxograma de analise dos dados gerados pelo sequenciador lon Torrent PGM. Antes
de iniciar a analise de variantes, uma analise geral dos parametros de qualidade € realizada. Com
relacdo a analise de variantes, os dados podem ser analisados pelo software lon Reporter,
fornecido pela Thermo Fisher Scientific, ou podem ser analisados separadamente pelo pipeline
desenvolvido pela Dr. Jun Shen. Depois de ter as variantes anotadas, as Ultimas etapas consistem
na analise de informacgdes gerais, como frequéncia populacional e impacto das variantes, que
permitirdo uma classificagdo adequada das variantes a partir do ACMG Standarts annd Guidelines
for the Interpretation of Sequence Variants ( RICHARDS et al, 2015).

Analise da qualidade do sequenciamento

A avaliacédo de qualidade do sequenciamento no sequenciador lon Torrent PGM™
¢ baseada na porcentagem de carregamento dos pocos presentes nos chips e na
profundidade de cobertura por amostra, ou seja, quantas leituras por amostra foram

realizadas (estimativa do nimero de reads).

De acordo com a firma fornecedora dos Kits e reagentes, o carregamento ideal do

chip situa-se entre 70%-90%. Com relacdo a profundidade de cobertura, de acordo com a

capacidade de leitura do chip utilizado e o nimero de amostras por chip, calculou-se que a
cobertura poderia ser de até 250x em média por amostra.

38



Os dados com relacdo a cobertura foram fornecidos pelo plugin CoverageAnalysis
do lon Torrent e também realizada separadamente pelo pacote GATK atraves do software

DepthOfCoverage.

Usando como referéncia a literatura da tecnologia de exoma direcionado para o
diagndsticos de doencas genéticas, definiu-se valor minimo de 70-100x de cobertura por
amostra. No entanto, ndo existe um consenso de cobertura ideal e testes analiticos de cada
laboratdrio devem estabelecer o valor adequado (REHM et al, 2013), sendo portanto, uma

analise individual que n&o foi possivel ser realizada nesse trabalho.

Com relagdo ao tamanho dos fragmentos de leitura (reads), esperava-se que o
tamanho das reads fosse de até 410pb, vide a quimica do kit utilizado e baseado no

tamanhos dos amplicons (275-375pb).

Outro parémetro de qualidade utilizado foi Phred Quality score (Q),que estima a
probabilidade de uma determinada base ter sido sequenciada de forma correta. Os
softwares utilizados consideraram para este trabalho um score minimo de 20 para
considerar as bases sequenciadas para analise, 0 que representa uma acuracia de 99%, ou

seja, a cada 100 pb sequenciados, pode haver até um erro de sequenciamento.

Em decorréncia da néo leitura de quatro amostras no segundo experimento e da
falta de homogeneidade entre a cobertura meédia entre as amostras, foi solicitado uma
confirmacdo dos valores de qualidade, em especial com relacdo ao carregamento de chip e
total de reads sequenciadas, utilizando um teste de qualidade no laboratério da prépria
firma fornecedora do material de consumo (Thermo Fisher Scientific). Para tanto, fora
enviadas amostras testes. Os valores de Phred Quality score, niUmero de bases e tamanho

médio das reads ndo foram disponibilizados.

Todos esses dados de parametros de qualidade foram fornecidos diretamente pelo

software do sequenciador apos a reacdo de sequenciamento.

Chamada, Anotacao e Anélise de variantes

A analise de variantes foi realizada utilizando-se duas diferentes abordagens: 1)
utilizando o software disponibilizado pela Thermo Fisher, o lon Reporter™. II)

Paralelamente, os dados foram analisados por pipeline desenvolvido pela Dra. Jun Shen,
39



do Brigham and Women’s Hospital (Boston, USA), que desenvolveu e forneceu um

pipeline para a chamada e anotacdo de variantes (Figura 4.)

O sequenciador ION PGM™ fornece como output arquivos ja alinhados com o
genoma referéncia (hgl9) pelo software The Torrent Mapping Alignment Program
(TMAP) (HOMER et al, 2014) no formato .bam , que posteriormente é exportado e
utilizado pelo lon Reporter™, que realiza as etapas de chamada de variantes e a

posterior anotacdo das mesmas.

Com relacdo ao pipeline da Dr. Jun Shen, também optou-se por iniciar a analise a
partir da chamada de variantes utilizando os arquivos .bam exportados pelo sequenciador
apos o alinhamento e o software HaplotypeCaller do Genome Analysis Toolkit (GATK)
(DEPRISTO et al., 2011; MCKENNA et al., 2010; VAN DER AUWERA et al., 2013) e
paralelamente o pacote BcfTools do Sam Tools (LI, 2011) para a chamada de variantes,
assim como o GATK para realizacdo de filtros e outras analises. Para anotacdo das
variantes, foi utilizado o software ANNOVAR (WANG et al., 2010) , que retne uma
variedade de banco de dados, como RefGene, Cytoband, Genomic Superdups, NIH-
NHLBI 6500 exome database (FU et al., 2013), 1000Genomes (AUTON et al., 2015),
dbSNP (SHERRY et al., 2001) e dbNSFP (LIU et al., 2011). Este Gltimo relne uma
série de algoritmos preditivos de alteracGes deletérias nas proteinas, como Polyphen-2
(ADZHUBEI et al., 2010), SIFT (KUMAR et al., 2009) , LTR (CHUN & FAY, 2009),
MutationTaster (SCHWARZ et al., 2010), FTHMM , fthmm MKL (SHIHAB et al., 2013;
SHIHAB et al., 2015), CADD (KIRCHER et al., 2014), fitCons (GULKO et al., 2015),
DANN. Cada algortimo possui um sistema de scores especifico que pode ser encontrado na

documentacéo especifica para cada algortimo ou na documentacdo do doNSFP.

O dbNSFP também possui algortimos que mensuram o grau de conservacao do
sitio da mutacdo como GERP++ (COOPER et al., 2005), SiPhy, PhyloP
(P100way _vertebrate e P20way _mammalian) (SIEPEL & HAUSSLER, 2006) e
phastCons (100way_vertebrates e 20way_mammalian) (SIEPEL et al., 2005). Esses
algoritmos se baseiam no alinhamento multiplo a sequéncias de 100 vertebrados e 20
mamiferos. Se uma mutacdo acontece em sitios mais conservados entre espécies, a
tendéncia é que ela tenha mais probabilidade de ter relevancia funcional e
consequentemente ser mais deletéria. Cada algortimo possui um sistema de scores e
classificacdo diferentes, que pode ser encontrado na documentacédo do software dbNSFP e

foi levado em conta na analise das variantes.
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As frequéncias populacionais foram obtidas dos bancos de dados EXAC (LEK et al,
2016), 1000Genomes (AUTON et al., 2015), NIH-NHLBI 6500 exome database (FU et
al., 2013) e do banco OtoDB, que sdo individuos controles sequenciados pelo painel
OtoSCOPE (SHEARER et al, 2014).

Foi estabelecido que o limiar méaximo de MAF (frequéncia do alelo raro) em
bancos de dados de frequéncias populacionais seria de 0,005 para variantes autossémicas
recessivas, exceto para as variantes ¢.35delG (0,0108) e ¢.167delT (0,01) no gene GJB2, e
de 0,0005 para variantes autossomicas dominantes, de acordo com o0 proposto por
SHEARER et al (2014).

Todos os dados informativos da fase de anotacdo das variantes foi utilizado para a
realizacdo de filtros a fim de elencar as mutacBes com potenciais patogénicos que

pudessem explicar o quadro clinico dos pacientes.

Classificacéo de variantes

As mutacdes informativas, isto €, aquelas passiveis de serem utilizadas em um
laudo diagnostico, foram classificadas de acordo com os guias de interpretacdo de
variantes da American Society of Medical Genetics (RICHARDS et al., 2015). Esse guia
tem como principal objetivo fornecer uma classificacdo padronizada de variantes. Essa
classificacdo recomenda o uso de uma terminologia padronizada que inclui os termos:
“patogénico”, “provavelmente patogénico”, “significado incerto”, “provavelmente beniga”
e “benigna” para a interpretagao das variantes em doengas mendelianas encontradas por

qualquer meio de analise, o que inclui NGS, entre outros.

A interpretacdo das variantes é baseada em um conjunto de evidéncias que inclui
dados populacionais, computacionais, funcionais, dentre outros (Tabela 3), os quais séo
combinados para obtencdo de pontuacGes que irdo permitir a inclusdo da mutagdo na
categoria benigna ou patogénica e suas sub-classificacbes (Tabela 4). Para as variantes
benignas, as evidéncias podes ser classificadas como Fortes (BS1-BS4) ou Indicativas
(BP1-BP7). Ja para variantes patogénicas, as evidéncias podem ser consideradas
Indicativas (PP1-PP5), Moderadas (PM1-PM6), Fortes (PS1-PS4) ou Muito fortes (PVS1)

41



Tabela 2. Dados e evidéncias utilizados para a classificacdo de variantes de acordo com o Guia de
interpretacdo de variantes da American Society of Medical Genetics (RICHARDS et al., 2015).

Evidéncias Patogénicas

Muito Forte

PVS1 Variante nula onde LOF é um mecanismo
conhecido da doenca

Forte

PS1 Mesma mudanca de aminodcido que uma
mutacao patogénica ja conhecida

PS2 De novo (com confirmacdo de maternidade
e paternidade)

PS3 Estudos funcionais bem estabelecidos
mostram efeitos deletérios

PS4 Prevaléncia em afetados estatisticamente
maior que em controles.

Moderada

PM1 Hot-Spot mutacional e dominio funcional
bem conhecido sem variagdes benignas

PM2 Ausente em banco de dados populacionais

PM3 Para doencas recessivas detectadas in trans
com variante patogénica

PM4 Variante que muda o tamanho da proteina

Indicativa

PP1 Co-segrega com a doenga em multiplos
membros afetados da familia

PP2 Variante de sentido trocado em gene com

baixa taxa desse tipo de variante benignas
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PP3

PP4

PP5

variantes de sentido trocado comuns

Multiplos  algortimos ~ computacionais
sugerem impacto deletério no produto do

gene

Fendtipo do paciente ou FH altamente
altamente especifico para o gene PP4

Fontes renomadas = patogénico

Evidéncias Benignas

Forte

BA1/BS1 MAF é muito alto para a doenca

BS2 Observacdo em controles é inconsistente
com a penetrancia da doenca

BS3 Estudos funcionais bem estabelecidos
mostrando nenhum efeito deletério

BS4 N&o segrega com a doenca

Indicativa

BP1 Mutacédo de sentido trocado em gene onde
sO mutagcdes que causam truncamento da
proteina sdo observadas

BP2 Observada in trans com variante dominante

BP3 Observada in cis com wuma variante
patogénica

BP4 Multiplos algortimos computacionais ndo
sugerem impacto no produto do gene

BP5 Encontrada em caso com uma causa

alternativa
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BP6 Fontes renomadas = benigno

BP7 Mutacdo silenciosa sem predicdo de afetar

sitios de splicing

As evidéncias sdo combinadas de acordo com uma regra, apresentada na Tabela 3,
a fim de classificar a variantes. Se os critérios sdo desconhecidos ou os critérios para
variantes benignas e patogénicas sdo contraditérios, a variante pode ser classificada como

de “Significado incerto”.

Tabela 3. Regras de combinacdo para critérios de classificagdo baseado no ACMG Guidelies for
the Interpretation of Sequence Variants (RICHARDS et al. 2015). As variantes podem ser
classificadas como de “Significado Incerto” se os critérios sdo desconhecidos ou os os critérios
para variantes benignas e patogénicas sdo contraditorios.

Regras para combinar critérios de classificacdo ACMG Guidelines

Patogénica
1. 1 Muito forte (PSV1) E

a. 1Forte (PS1-PS4) E
b. 2 Moderadas (PM1-PM6) e 1 Indicativa (PP1-PP5) OU
c. 2 Indicativas (PP1-PP5)
2. 2 Fortes (PS1-PS4) OU
3. 1 Forte (PS1-PS4) E
a. 3 Moderadas (PM1-PM6) OU
b. 2 Moderadas (PM1-PM®6) e 2 Indicativas (PP1-PP5)
c. 1 Moderada (PM1-PM6) e 4 Indicativas (PP1-PP5)

Provavelmente Patogénica

1. 1 Muito Forte (PSV1) e 1 Moderada (PM1-PM6) OU
2. 1Forte (PS1-PS4) e 1-2 Moderadas (PM1-PM6) OU
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3. 1 Forte (PS1-PS4) e 2 Indicativas OU

4. 3 Moderadas (PM1-PM6) OU

5. 2 Moderadas (PM1-PM6) e 2 Indicativas (PP1-PP5) OU
6. 1 Moderada(PP1-PP5) e 4 Indicativas (PP1-PP5)

Provavelmente Benigna

1. 1 Suficiente (BA1) OU
2. 2 Fortes (BS1-BS4)

Benigna
1. 1Forte (BS1-BS4) e 1 Indicativa (BP1-BP7) OU

2. 2 Indicativas (BP1-BP7)
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CONCLUSAO

® O painel desenvolvido e testado neste trabalho mostrou uma eficiéncia de diagndstico
de 23%. Excluindo os pacientes sem diagnostico clinico e os com Sindrome Oculo-
Auriculo-Vertebral (Sindrome de Goldenhar) a eficiéncia de diagnostico sobe para

35%;
e N3o foram encontradas mutagdes patogénicas nos genes candidatos & Sindrome Oculo-

Auriculo-Vertebral nos pacientes com diagnéstico clinico da sindrome que foram
avaliados utilizando o painel;
e Foi proposto um fluxograma a ser seguido na busca de diagndstico para deficiéncia

auditiva sindrémica.
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APENDICE 2

Tabela A-2. Dados pessoais e clinicos relativos aos pacientes recrutados para o estudo. ID: identificacdo; DN: més de nascimento; DC: diagnostico
clinico; HF: Historia familiar; SN: surdez neurossensorial; SM: surdez mista; SC: surdez condutiva; DNPM: desenvolvimento neuro-psico-motor; MIE:
membro inferior esquerdo; MID: membro inferior direito; JUP: juncéo uretero-pélvica.

Sinais Clinicos

ID Sexo DN DC HF Auditivas Visuais Atraso Craniofaciais Outras
(Sindrome) DNPM
P1 M set/99 -- Né&o SN - + Microcefalia, Baixa estatura; Encefalopatia Espastica
bilateral Malformacédo Dentéria Bilateral, MIE>MID
pos-lingual
P2 F jan/11 Goldenhar Né&o SM pré- Dermoide - Atresia aural Vitiligo
lingual epibulbar;
unilateral Miopia
moderada
P3 M jun/04 -- Néo SM - + - Uvula bifida; constipagao intestinal
assimétrica cronica,5° quilodactilos diminuidos; pés
com sindactilia cutanea, Criptorquidia.
P4 M dez/92 -- Sim SN Catarata + Dismorfias Microalbuminuria, Estenose do JUP
unilateral
pos-lingual
moderada
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P5

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

dez/92

nov/77

jun/02

jan/10

mar/86

dez/98

jun/12

Jan/10

mar/09

Goldenhar

Waardenburg

Treacher
Collins

Wardenburg

Treacher
Collins
BOR

BOR

Sim

Sim

SN pos-
lingual
progressiva
bilateral
SC
bilateral
pos-lingual
SN
bilateral
moderada
SM

SN
assimeétrica
SC

SC
bilateral
SN
bilateral
severa
SN

Miopia

iris azulada

Derméide
Epibulbar

Microcefalia, Dismorfias

Macrocrania

Microtia bilateral

Assimetria facial, fenda

palatina, microtia bilateral

hipoplasia zigética, microtia,
fenda palatina
Hipoplasia de cartilagem

auricular bilateral

“pits” auriculares

Amenorréia secundaria, lipodistrofia,
leucodistrofia, hipertrigliceridemia,
diabetes tipo 11, dores abdominais

intensas, cagquexia

Hipertelorismo; agenesia parcial do
sacro, Ectopia renal cruzada,
Micropénis

Hipertelorismo, Manchas hipocrémicas
Olhos no sentido antimongol6lico
Telecanto; sinofre, Encanecimento

precoce; heterocromia cutanea facial,

epilepsia, cancer aos 40 anos

Rim direito ndo caracterizado, dilatacdo

pielocalicial em rim esquerdo

Apéndices cervicais
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P15

P16

P17

P18

P19

P20

P21

nov/71

nov/95

jan/16

nov/08

Jun/68

Out/82

Jan/64

Usher tipo 111

Usher

CHARGE

CHARGE

BOR

Usher

Usher

Sim

Sim

Sim

unilateral
severa
SN
bilateral
pos-lingual
progressiva
SN
bilateral
severa
SC
bilateral
assimétrica
sSC
bilateral

severa

SN
progressiva
bilateral
SN
bilateral
progressiva
pés-lingual
SN pré-

lingual

Retinite
pigmentosa

bilateral

Retinite

pigmentosa

Coloboma
de nervo

optico

Retinite
pigmentosa e

catarata

Retinite
pigamentosa,

miopia e

Assimetria facial

Retrognatia; microtia a

direita; palato alto e estreito

Orelhas em taca

Fistulas em pescogo e

orelhas

Sindactilia cutanea

Prognatismo discreto

Atresia de coanas; comunicagdo
interventricular apical, Malformacéo
nas maos
Hipertelorismo; paralisia facial a
esquerda; persistencia de canal artérial,

Hipoplasia

Hipogonadismo hipogonadotrofico

Hérnia umbilical
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p22

P23

P24

P25

P26

p27

Set/78

Jun/08

Mai/12

Set/86

Mar/09

Nov/14

Usher

Usher

Waardenburg
tipo IV

Usher

BOR

Nao

SN
perilingual
progressiva

SN pré-
lingual
progressiva
SN pré-

lingual

SN pré-
lingual
SN
bilateral
severa-
profunda
SC

catarata
unilateral
Retinite

pigmentosa

Retinite

pigmentosa

Aganglionose congénita do colon,
diabetes gestacional, hipomimia facial,
boca em carpa, hipotonia muscular,
hiporreflexia, alteracfes de motricidade

ocular

Apéndice cervical?

Hipospadia, testiculos retrateis, forame

oval patente

119



ANEXO 1 - PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA

Protocolo de extracdo de DNA adaptado (método Gentra Purigene Blood

kit )

Solucdes

1) Solucao de lise RBC

5mM MgCl, + 1mM EDTA (pH 8,0)

2) Solucao de lise celular (CLS)

10mM Tris (pH 7,5) + 1mM EDTA (pH 8,0) + SDS 1%

3) Solucéo de precipitacao de proteinas

7,5M NH4AC

Etapa 1. Lise celular

1. Verter 3mL de sangue total em tubo falcon (15mL) contendo 9mL de

tampdo RBC. Inverter o tubo e incubar a temperatura ambiente por 10
minutos. Inverter o tubo durante o periodo de incubacéo;

Centrifugar por 10 minutos a 3.400rpm (2.000g). Remover o
sobrenadante deixando um pélete de células brancas visivel e cerca de
100 a 200 uL de liquido residual;

3. Vortexar o tubo vigorosamente para ressuspender as células brancas no

liquido residual. Esse processo favorece a lise celular na etapa seguinte;

4. Adicionar 3mL da solucédo de lise celular (CLS) ao tubo contendo as

células ressuspendidas e misturar com pipeta de transferéncia diversas
vezes até alcancar uma solucdo homogénea. Ao fim dessa etapa
nenhum residuo celular deve ser visivel. Se necessario, incubar a 37°C
até que a solucéo esteja homogénea.

Etapa 2. Precipitacéo de proteinas

1. Resfriar a amostra até a temperatura ambiente;
2. Adicionar 1mL da solucéo de precipitacédo de proteinas ao lisado celular;
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3. Vortexar vigorosamente por 20 segundos para obter uma solugéao
uniforme;

4. Centrifugar a 3.400rpm por 10 minutos. As proteinas precipitadas
formardo um pélete compacto marrom escuro.

Etapa 3. Precipitacdo do DNA

1. Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um tubo falcon de 15mL
com 3mL de isopropanol 100%;

2. Inverter o tubo lentamente cerca de 50 vezes até que o DNA seja visivel
(observar a formacéo de estruturas que lembram novelos de linha);

3. Centrifugar a 3.400 rpm por 3 minutos, o DNA sera visivel como um
pélete branco e pequeno;

4. Retirar o sobrenadante e drenar o residuo liquido com papel absorvente
Adicionar 3mL de etanol 70%. Inverter o tubo para retirar residuos que
possam estar ligados ao pélete;

5. Centrifugar a 3.400rpm por 1 minuto. Retirar o sobrenadante
cuidadosamente, pois o pélete pode estar solto;

6. Drenar o tubo em papel absorvente e deixar o alcool evaporar por 15
minutos em temperatura ambiente

Etapa 4. Hidratagdo do DNA

1. Adicionar de 200 a 250 yL de tampéo TE 1x (ou agua mili-Q). Deixar o
DNA hidratar no tampao por 12 a 24 horas em temperatura ambiente ou
incubar a 65°C por 1 hora;

2. Armazenaro DNA a2a8°C.
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ANEXO 2- PARECER DO COMITE DE ETICA

FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE “§ W“"“‘
BRASILIA - CEP/FS-UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de painel diagnéstico baseado em sequenciamento de exons para

surdez sindrémica
Pesquisador: Silviene Fabiana de Oliveira
Area Temética: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nédo necessita de anélise

ética por parte da CONEP;);
Versdo: 4

CAAE: 30441114.8.0000.0030

Instituigdo Proponente: Faculdade de Ciéncias da Salde da Universidade de Brasilia

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 1.312.729

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Enderego: Faculdade de Ciéncias da Salide - Campus Darcy Ribeiro

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1947 E-mail:

: cepfsunb@gmail.com

125



ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -

TCLE

~—+—1 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) estd sendo convidado a participar do projeto:

“Desenvolvimento de um painel diagnostico para surdez sindromica"

O objetivo desta pesquisa é desenvolver um painel diagndstico 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 Ihe asseguramos que seu nome ndo aparecerd, sendo mantido o
mais rigoroso sigilo através da omissao total de quaisquer informagdes que permitam

identifica-lo (a).

A sua participacdo ocorrera por meio da realizacdo de exames laboratoriais. Os
exames serdo realizados a partir da coleta de sangue para extragdo de DNA. O
procedimento de coleta de sangue por puncdo 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 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 gquestao
(ou participar de qualquer procedimento) que lhe traga constrangimento, podendo

desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o (a)
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senhor(a) e nenhum comprometimento em seu acompanhamento médico. Sua
participacdo € voluntaria, isto é, ndo ha qualquer tipo de pagamento por sua
colaboragdo. Caso solicite e mediante comprovacdo, o senhor(a) poderd ser
ressarcido(a) pelos gastos com deslocamento e alimentacéo 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

ficaréo sobre a guarda do pesquisador.

Solicitamos também sua autorizagdo para armazenamento de sua amostra
bioldgica de sangue para possiveis outros estudos futuros em biorrepositorio no
Laboratorio de Genética da Universidade de Brasilia. A amostra apresentarda uma
codificacdo alfanumérica e sé podera ser manuseada pelos individuos diretamente

relacionados com o projeto.

Se o (a) Senhor (a) tiver qualquer ddvida 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 ficara 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 voluntério ou responsavel legal

Silviene Fabiana de Oliveira

, de de

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — Faculdade de Ciéncias da Salde
Universidade de Brasilia[si{p]CampuS Universitario Darcy Ribeiro — Brasilia/DFistp,

Tel: (61) 3107-1947/ (61) 8334-8973/ (63) 8114-1174
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