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RESUMO 

Doença de Ménière (DM) é um distúrbio complexo do ouvido interno 
caracterizado pela tríade de episódios recorrentes de vertigem, zumbido e 
plenitude aural, que se associam a uma perda auditiva progressiva. A DM é 
uma das vestibulopatias mais frequentes, com prevalência de 46 a 200 casos 
em cada 100 mil indivíduos. Ela varia em cada etnia e região, tendo uma 
prevalência conhecida em caucasianos, embora não hajam dados desta 
prevalência no Brasil. Além disso, não existe diferença de distribuição entre os 
sexos nos pacientes afetados pela DM. Embora a etiologia desta labirintopatia 
ainda seja desconhecida, é provável que seja resultado de uma interação entre 
fatores ambientais e genéticos. Caracterizar molecularmente a DM tem sido um 
desafio ao longo dos anos. O objetivo deste estudo foi rastrear variantes em 
genes candidatos em 30 pacientes clinicamente diagnosticados com Doença 
de Ménière, com a proposta de um possível algoritmo para o diagnóstico 
molecular facilitado, visando à medicina personalizada. Para tanto, foram 
investigados os genes DPT, SEMA3D, KCNE3, SLC44A2, PRKCB e a variante 
intergênica rs4947296 pela técnica de Sequenciamento Automático de Sanger. 
Não foi encontrada nenhuma variante relacionada à DM nos genes DPT, 
SEMA3D, PRKCB ou na variante rs4947296. Entre as variantes observadas, 
com possível relação com a DM, no gene KCNE3, foi encontrada a variante 
rs2270676 (c.198T>C) em cinco pacientes. Entretanto estudos in silico 
realizados ainda são contraditórios, indicando a necessidade de estudos 
funcionais para elucidar as possíveis alterações fenotípicas.  No gene 
SLC44A2 também foram encontradas as variantes rs3087969 (c.198T>C) e 
rs2288904 (c.455A>G). Embora essas variantes sejam polimórficas, estudos já 
estabeleceram a relação de ambas em heterozigose com casos graves de DM, 
uma vez que, a expressão da proteína nesses casos é afetada. Entretanto, 
análise de prontuários sobre a evolução da DM nos pacientes refutam que haja 
qualquer associação entre as variantes rs2288904 e rs3087969 e a forma 
grave da doença. Também não foi encontrado o alelo A/G da variante 
intergênica rs4947296 no indivíduos. Estudos funcionais recentes sobre essa 
variante demonstraram sua regulação em diversos genes, incluindo as vias 
TWEAK/Fn14, que controlam processos inflamatórios, o que sugere uma 
etiologia autoimune para os pacientes com DM portadores da variante. A 
proposta principal do presente estudo foi estabelecer um algoritmo para o 
diagnóstico molecular da DM com a finalidade de facilitar e melhorar o 
processo de diagnóstico, bem como a construção de uma painel gênico que 
inclua todas essas variantes a fim de melhorar, agilizar e reduzir custos na 
triagem molecular da DM.  
 
Palavras-chave: Doença de Ménière; perda auditiva neurossensorial; 
SLC44A2; rs4947296; medicina personalizada. 
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ABSTRACT 

Ménière’s Disease (MD) is an inner ear complex disorder characterized by 
recurrent episodes of spontaneous vertigo, tinnitus, fluctuating sensorineural 
hearing loss and aural fullness. MD is one of the most frequent vestibular 
disorders, with a prevalence rate of 46 to 200 cases in 100 thousand 
individuals. It ranges within each region and ethnicity, with a higher prevalence 
in Caucasians, but there is no such data in Brazilian population. Also, there is 
no difference of gender distribution in patients with MD. Although its etiology is 
unknown, it may be a result of the interplay between environmental and genetic 
factors. It has been a challenge to diagnose it through genetic investigations. 
The aim of this study was to search for variants in candidates genes in 30 
patients clinically diagnosed with Ménière’s Disease, with a proposal of a likely 
algorithm to the easier molecular diagnosis towards the personalized medicine.  
Therefore, we investigated the genes DPT, SEMA3D, KCNE3, SLC44A2, 

PRKCB and the intergenic variant rs4947296 through Sanger Sequencing 
technique. Within the observed variants, with a possible association to MD, in 
the gene KCNE3 it was found the variant rs2270676 (c.198T>C) in five patients. 
However, in silico predictions are still contradictory, indicating the necessity of 
functional studies to elucidate the possible phenotypic alterations.  In the gene 
SLC44A2 it was found the variants rs3087969 (c.198T>C) and rs2288904 
(c.455A>G). Even though these are polymorphic variants, studies have already 
set the association of both in heterozygosity with cases of severe MD since the 
expression of the protein in this case is affected. However, the study of medical 
records of the patients regarding the evolution of the disease refutes the theory 
that there is any association between the variants rs2288904 and rs3087969 
with severe cases of MD. Also, the A/G allele of the intergenic variant 
rs4947296 has not been found in the subjects. Recent functional studies have 
shown its regulation in a range of genes, including the TWEAK/Fn14 pathway, 
which controls the inflammatory processes. It suggests an autoimmune etiology 
for the MD patients carriers of this variant. The main proposal of the present 
study was to be able to establish an algorithm to the molecular diagnose of MD 
with the purpose to easy and improve the diagnose process, aiming a 
personalized medicine, as well as the proposal of manufacturing a genic panel 
that includes all these variants looking towards to the improvement, agility and 
lessen costs to molecular screening of MD.  
 
Key-words: Ménière’s Disease; sensorineural hearing loss; SLC44A2; 
rs4947296; personalized medicine.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 A Perda Auditiva 

O termo Perda Auditiva é considerado pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS) para os casos onde há o comprometimento total ou parcial da 

capacidade auditiva no paciente; e a surdez é utilizada para descrever quadros 

onde há perda total da audição. Entretanto, em publicações relacionadas à 

genética, o termo Perda Auditiva é o mais empregado para descrever qualquer 

grau de comprometimento auditivo, uni ou bilateralmente, uma vez que perdas 

auditivas que possuem a mesma etiologia genética podem apresentar 

manifestações bastante variáveis. Sabendo-se que essa terminação pode não 

se aplicar a outros profissionais, como otorrinolaringologistas, por exemplo, e 

para evitar quaisquer complicações no entendimento deste estudo, o termo 

empregado em toda a dissertação será ‘perda auditiva’.  

A perda auditiva é o déficit sensorial mais frequente nos humanos. Esta 

condição restringe a expressão oral, interfere na vida social e econômica e 

pode levar a alterações no desenvolvimento cognitivo e psicológico do 

indivíduo afetado. Segundo a OMS, cerca de 466 milhões de pessoas são 

afetadas no mundo, sendo 34 milhões de crianças. No Brasil, cerca de 80 a 

90% das crianças com algum tipo de perda auditiva não completam o ensino 

fundamental. (OMS, 2018; TOMBLIN et al., 2014) 

Em países desenvolvidos, um a cada 1000 recém-nascidos apresentam 

perda auditiva (OMS, 2018). No Brasil a estimativa geral é de quatro a cada 

1000 nascimentos, podendo variar de acordo com a região estudada de 2 a 7 

para cada 1000 nascimentos (OMS, 2018).  Ainda segundo a OMS, a 

frequência de pessoas acima de 15 anos com perda auditiva superior a 41 dB é 

menor em países desenvolvidos do que nos subdesenvolvidos (Gráfico 1).   
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Gráfico 1. Frequência mundial de indivíduos afetados com perda auditiva 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2017). 
 

A PA pode ser classificada de diversas formas: o tipo (neurossensorial, 

condutiva ou mista); a idade de início (pré-lingual ou pós-lingual); a lateralidade 

(bilateral ou unilateral), a gravidade (leve, moderada, severa ou profunda); e a 

etiologia (genética ou ambiental, e sindrômica ou não-sindrômica). Tais 

classificações auxiliam os profissionais na determinação da causa, prognóstico, 

condução e linha de tratamento, bem como necessidade de testes genéticos, 

por exemplo, uma vez que há genes que predispõe uma perda auditiva com 

padrão já conhecido – por exemplo, idade de início e gravidade. (ITO, 2010; 

MARTINS 2017; ADAMOV, 2017). 

 De acordo com a localização da região afetada, que impede a 

propagação das ondas sonoras, a PA pode ser condutiva, neurossensorial ou 

mista. A condutiva ocorre devido a problemas na condução do som (causada 
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por problemas físicos na orelha externa e/ou média); a neurossensorial 

representa a perda por problemas na orelha interna que levam a um déficit na 

transdução mecânica das ondas sonoras, bem como no envio dos impulsos 

elétricos para o cérebro. Já a mista se dá quando o indivíduo apresenta tanto 

os problemas condutivos quanto neurossensoriais. (ITO, 2010; MARTINS 2017; 

ADAMOV, 2017). 

A PA pré ou pós-lingual define a perda auditiva antes da aquisição da 

oralização ou após, respectivamente. A classificação de acordo com o grau de 

perda em decibéis pode ser leve (27-40 dB), moderada (41-55 dB), 

moderada/severa (56-70 dB), severa (71-90 dB) e profunda (superior a 90 dB) 

(ITO, 2010; MARTINS 2017; ADAMOV, 2017). 

 

1.1.1 A etiologia das perdas auditivas  

Como citado, a etiologia da PA pode ser por fatores ambientais e/ou 

genéticos (tabela 2). Estima-se que aproximadamente 40-50% dos casos 

sejam atribuídos a fatores ambientais, como exposição regular a sons de alta 

intensidade, traumas acústicos, uso de drogas ototóxicas e infecções virais. Já 

para os casos com etiologia genética (50-60%), os principais fatores incluem 

alterações em diferentes genes e/ou elementos regulatórios que estão 

envolvidos no desenvolvimento da estrutura e função do aparelho auditivo. 

Outro fator a ser levado em consideração é a queda na proporção de fatores 

ambientais da PA com a melhora do sistema de saúde, e dos avanços 

científicos no entendimento dos mecanismos genéticos. (DROR; AVRAHAM 

2009; RAVIV; DROR; AVRAHAM, 2010; ANGELI et al,. 2012). 

No Brasil, os casos de perda auditiva devido a fatores ambientais ainda 

são predominantes (66% dos casos), seguidos por 19% de etiologia 

desconhecida e 15% de herança genética (PUPO et al., 2008). 
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Tabela 1. Fatores ambientais e genéticos envolvidos na perda auditiva 
(ADAMOV, 2017) 

 

1.1.2 A genética da perda auditiva  

Mais de 103 genes distribuídos em 150 loci já foram associados a 

perdas auditivas de origem genética (VAN CAMP & SMITH, 2012). Dentre 

esses genes, há predominância da relação entre as perdas auditivas com 

alterações no gene GJB2 (GenBank 2706). Ele foi o primeiro gene a ser 

relatado na perda auditiva neurossensorial não-sindrômica, presente em 

aproximadamente 80% dos casos autossômicos recessivos (RABIONET et al., 

2000).  

Já foram descritas na literatura mais de 400 síndromes que possuem a 

perda auditiva como sintoma (GIBSON, 2010). Essas síndromes compreendem 

um conjunto vasto de doenças hereditárias no qual a perda auditiva pode estar 

associada a diversos distúrbios do sistema nervoso, endócrino, cardiovascular, 

musculoesquelético entre outros. Uma das condições clínicas incluídas entre 

os quadros sindrômico é a Doença de Ménière (DM): um distúrbio que ocorre 

no ouvido interno caracterizado por sintomas de vertigem, perda auditiva 

neurossensorial, zumbido e plenitude aural (GIBSON, 2010). 
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1.2 A Doença de Ménière 

Em 1861, Prosper Ménière descreveu a clássica tríade de vertigem 

episódica, perda de audição neurossensorial flutuante e zumbido. Atualmente, 

a DM continua sendo um dos maiores enigmas da dinâmica dos fluidos na 

orelha interna. É amplo o campo de estudo sobre essa doença, uma vez que 

entender a doença de Ménière é controlar a dinâmica dos fluidos labirínticos 

(ANDREWS, 2004). 

A DM pode ocorrer em qualquer idade, sendo mais frequente em adultos 

entre 30-50 anos e menos comum em crianças e adultos jovens. A incidência 

varia dependendo da região geográfica e grupo étnico, contudo, parece ser 

mais frequente em caucasianos (AGRAWAL, et al., 2013). Em 2010, o Instituto 

Nacional de Surdez e Outros Distúrbios de Comunicação (NIDCD) estimou que 

615.000 indivíduos nos Estados Unidos apresentavam a doença de Ménière, 

com mais de 45 mil novos casos diagnosticados a cada ano. No Brasil, um 

estudo relata que a DM pode ser considerada a segunda labirintopatia mais 

prevalente na clínica (GANANÇA et  al., 2002). 

A causa da DM ainda é desconhecida, provavelmente resulte de uma 

combinação de fatores ambientais e genéticos (multifatorial). Alguns possíveis 

fatores de risco que predispõem à doença incluem infecções virais, trauma na 

orelha interna, poluição sonora, alergias, respostas anormais do sistema 

imunológico, e enxaquecas (MERCHANT et al., 2005; MINOR et al., 2004; 

PAPARELLA, 1984; VRABEC, 2010). 

Embora a maioria dos casos seja esporádico, o que significa que eles 

ocorrem em pessoas sem histórico da doença na família, casos onde se 

observa herança genética têm sido relatados, com uma prevalência entre 5 a 

15% (VRABEC et al., 2010; MORRISON et al., 2009). Quando a doença é 

familiar, padrões de herança autossômica dominante e recessivo já foram 

descritos (ARWEILER et al., 1995, MORRISON & JOHNSON, 2002). 

Uma vez que se acredita que os sintomas de DM são causados por 

hidropisia endolinfática (HE) da orelha interna (SEMAAN et al., 2005), genes 

envolvidos na regulação da homeostase têm sido considerados genes 

candidatos associados à DM. Alguns destes genes estão envolvidos com o 
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transporte de água da orelha interna, e outros regulam a composição iônica da 

endolinfa (VRABEC, 2010). Estudos têm focado principalmente nos genes 

Aquaporin - AQP1-4 (MHATRE et al., 2002, CANDREIA et al., 2010), KCNE1 e 

KCNE3 (DOI et al., 2005), ADD1 regulador de atividade da bomba de Na+ e K+ 

(TEGGI et al., 2008) e COCH (coagulation factor C homolog) (FRANSEN et al., 

1999) entre outros. 

As aquaporinas (AQP) são poros celulares, ou canais de água 

responsáveis pelo movimento hídrico para dentro e para fora das células. Esse 

processo regulatório exige uma quantidade mínima de energia porque o fluxo 

da água segue o gradiente osmótico existente (Figura 1). Nos mamíferos 

existem 12 AQPs identificadas, cada uma com diferente localização tissular e 

diferentes propriedades regulatórias e de permeabilidade (ECKHARD, 2012). 

Entre as AQPs, principalmente as isoformas 1-5 têm sido associadas à 

fisiopatologia da DM. A AQP2 tem despertado especial interesse com relação a 

DM. Sua expressão na orelha interna tem sido investigada em vários estudos 

com resultados contraditórios. Alguns autores relatam a presença exclusiva da 

AQP2 no saco endolinfático (KUMAGAMI et al., 1998; BEITZ et al., 1999; 

BEITZ et al., 2003). Outros a identificaram apenas na membrana de Reissner 

(ZHONG, 2003), em particular nas estruturas que estão em contato com a 

endolinfa (MHATRE et al., 2002), com predomínio nos giros médio e apical da 

cóclea (MERVES et al., 2000). 
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Figura 1. Representação esquemática da orelha interna e seus órgãos 

sensoriais com ilustração da expressão dos subtipos de AQPs em cada tipo celular 
(Modificado de ECKHARD et al., 2012). (A) Labirinto membranoso, (B) Macula, (C) 
Ducto Coclear, (D) Órgão de Corti, (E) Saco endolinfático. (JENTSCH, 2000 Nature 
Reviews/Neuroscience). 

 

As evidências da biologia molecular conduzem para uma nova visão de 

que a homeostase hídrica da orelha interna é regulada em parte via sistema 

vasopressina- Aquaporina 2 (VP-AQP2) e que a hidropisia endolinfática, 

característica morfológica da DM, reflete a má regulação deste sistema no 

fluido da orelha interna. Essa suposição é sustentada por evidências clínica e 

experimentais: níveis plasmáticos da VP estão elevados nos pacientes com DM 

(TAKEDA et al.,1995; AOKI et al., 2005); aplicação aguda e crônica de VP 

produz hidropisia endolinfática em cobaias e em ratos (KUMAGAMI et al., 

1998; TAKEDA et al., 2000; KITANO et al., 2001; TAKEDA et al., 2003) 

Além da AQP2, estudos apontam que na orelha interna a AQP5 também 
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desempenha uma provável função na regulação do volume de endolinfa por 

“secreção e reabsorção de água” (HIRT et al., 2010). Neste papel, AQP5 e 

AQP2 podem mediar o fluxo de água bidirecionalmente entre a perilinfa e 

endolinfa, que depende do gradiente de pressão osmótica e hidrostática entre 

os dois compartimentos de fluido da orelha interna (NAKASHIMA et al., 2012, 

ECKHARD et al., 2012). Portanto, disfunções das AQP5 e AQP2 podem estar 

potencialmente envolvidas em doenças da orelha interna relacionadas com 

alteração da regulação do volume da endolinfa como ocorre nos casos de DM. 

Estudos de expressão e função apontam um claro envolvimento dos 

genes das AQPs na homeostase da orelha interna (ISHIYAMA et al., 2006). 

Contudo, apenas nos últimos anos estudos associando variantes nestes genes 

e DM têm sido realizados. Dessa forma, ainda há poucas informações sobre a 

real relevância dessas alterações na etiologia da doença.  

Os canais de potássio são a maior e mais complexa família de canais 

iônicos, representada por pelo menos 70 loci do genoma humano (GUTMAN et 

al., 2005). Na orelha interna canais compostos por proteínas KCNE/KCNQ 

estão presentes na membrana celular apical das células marginais, na estria 

vascular, onde desempenham a importante função de assegurar a homeostasia 

do K+ (Figura 6). A perda da funcionalidade destes canais leva a uma redução 

do potencial elétrico da endolinfa, o que pode causar perda auditiva 

(JEFFREY et al., 2010). Qualquer redução no gradiente de concentração de 

K+ leva a uma redução do potencial de endolinfa, e isto pode reduzir a 

sensibilidade a estímulos auditivos (LOPES, 2015). Acredita-se que um 

processo semelhante ocorra nas células do epitélio marginal vestibular 

(JEFFREY et al., 2010).  
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Figura 2. Desenho esquemático mostrando a via de reciclagem do K+ na 
escala média da orelha interna e as localizações dos genes envolvidos (JENTSCH, 
2000 Nature Reviews/Neuroscience). 
 

A família do gene KCNE foi originalmente sugerida como candidata à 

DM por Doi e colaboradores (2005), que reportaram uma representação 

aumentada do alelo A no SNP rs1805127, no gene KCNE1, e do alelo C no 

SNP rs2270676 no gene KCNE3 em pacientes japoneses com DM, o que 

poderia indicar um aumento da suscetibilidade a DM nesses casos. No entanto, 

Campbell e colaboradores (2010) não encontraram relação entre KCNE1 e DM, 

mesmo o número de pacientes com DM estudado tenha sido 

consideravelmente grande (180). Por outro lado, Hietikko e colaboradores 

(2012) realizaram um estudo que incluiu mutações já reportadas em seis genes 

candidatos à DM, sendo eles, AQP2, KCNE1, KCNE3, HCFC1, COCH e ADD1. 
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Os indivíduos estudados eram finlandeses, com DM, sendo 38 casos 

esporádicos e 21 casos com história familial. Em tal estudo apenas a variação 

rs1805127 no gene KCNE1 foi identificada, corroborando os achados de Doi e 

col. (2005) e indicando, portanto, um possível envolvimento dessa variação 

com DM. 

Devido à dificuldade de se detectar alterações moleculares associadas a 

DM, novos genes têm sido buscados na literatura na tentativa de se 

estabelecer uma correlação entre alterações nestes genes e a DM.  

 

1.2.1 Gene DPT 

O gene DPT está localizado na região 1q24.2 (GRCh38.p13) e contém 4 

éxons, sendo apenas a parte inicial do quarto éxon codificante (MARTIN-

SIERRA et al., 2017; ENST00000367817.3). A proteína Dermatopontina, 

codificada pelo gene DPT, é uma proteína da matriz extracelular que contém 

201 aminoácidos, e interage com proteínas da superfície celular e com 

proteoglicanos. Essa proteína é expressa em fibroblastos e interage com 

colágenos tipos I e II, além de manter a homeostase vascular. Ela é encontrada 

em vários tecidos e a maior parte das tirosinas é sulfatada. Estudos postulam 

que a Dermatopontina também modifica o comportamento do TGF-beta pela 

interação com a Decorina (MARTIN-SIERRA et al., 2017; KATO et al., 2011).  

O gene DPT não havia sido relacionado à DM até recentemente, quando 

Martín-Sierra e colaboradores observaram uma variante nova em heterozigose 

segregando juntamente com a DM em uma família com expressividade variável 

da doença. Tendo em vista os níveis de expressão consideráveis do gene DPT 

nos tecidos cocleares e nos canais semicirculares humanos, alterações nas 

proteínas poderiam levar a mudanças fenotípicas significativas (MARTIN-

SIERRA et al., 2017).  

 

1.2.2 Gene SEMA3D 

A proteína Semaphorina, codificada pelo gene SEMA3D, está envolvida 

na inibição da motilidade e migração das células endoteliais, regulando as 

dinâmicas no citoesqueleto e a adesão celular. Este gene encontra-se na 

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000143196;r=1:168695459-168729264;t=ENST00000367817
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posição 7q21.11 do genoma humano. (GRCh38.p13) e possui vinte éxons 

codificantes e possui um papel importante no desenvolvimento cardiovascular 

(MARTIN-SIERRA et al., 2017; ENST00000284136.10). 

Assim como o gene DPT, o gene SEMA3D também não havia sido 

relacionado a alterações na audição até recentemente (2017), quando um 

estudo de exoma realizado por Martín-Sierra e colaboradores encontrou uma 

nova variante no éxon 15 deste gene segregando juntamente com o fenótipo 

da DM em uma família. Em tal estudo, o grupo sugere que essa variante 

provavelmente produz uma alteração funcional na sequência da proteína. 

 

1.2.3 Gene SLC44A2 

É sabido que alterações no gene SLC44A2 (locus 19p13.2; 

GRCh38.p13) estão fortemente relacionadas a quadros de perda auditiva, 

porém apenas recentemente este se tornou um gene candidato nos estudos 

sobre a DM. Nas células de suporte do ouvido interno existe um tipo de 

antígeno da família das proteínas semelhantes às transportadoras de colina, o 

CLT2 (atualmente chamado de SLC44A2), que é alvo de alguns anticorpos 

relacionados a perdas auditivas autoimunes em humanos. A expressão do 

gene SLC44A2 é extremamente importante na manutenção da homeostase do 

ouvido interno (THANKAM et al., 2016).  

Um estudo de 1999 realizado por Thankam e colaboradores demonstrou 

que a ligação de anticorpo à proteína SLC44A2 das células de suporte do 

ouvido interno pode atrapalhar a sobrevida das células ciliadas e, 

consequentemente, a percepção do som (THANKAM et al., 1999). 

Em 2016, Nair e colaboradores aventaram a possibilidade de que o gene 

SLC44A2, o qual possui sítios polimórficos implicados em doenças humanas, 

poderia conter alguma variante relacionada à DM. De fato, as variantes 

rs3087969 (éxon 4) e rs2288904 (éxon 7) em heterozigose, mostraram uma 

tendência à associação com a DM intratável comparada com a forma menos 

grave e controles normais (NAIR et al., 2016). 
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1.2.4 Gene PRKCB 

O gene PRKCB, localizado no locus 16p12.2-p12.1, codifica uma 

proteína quinase-serina-e-treonina-específica que pode ser ativada por cálcio e 

diacilglicerol (MARTIN-SIERRA et al., 2016). Esta proteína está envolvida em 

diversas funções celulares, como indução de apoptose em células endoteliais, 

por exemplo. Estudos em ratos sugerem que essa proteína modula funções 

neuronais e se associa a comportamentos conflituosos de medo induzido após 

situação de stress (MARTIN-SIERRA et al., 2016).  

A variante rs1131692056 (c.275G>T), localizada no éxon 3 do gene, 

envolve dois dos seis transcritos, e ambas são expressas no ouvido interno 

humano (MARTIN-SIERRA et al., 2016). O estudo realizado por Martín-Sierra 

(2016) demonstrou que células com esta variante apresentaram alterações 

como: 1) nenhum contato com a membrana basilar; 2) uma posição diferente 

no topo a na lateral da parede do túnel externo; 3) isolamento de corpos 

celulares adjacentes; 4) uma superfície endolinfática extensa; e 5) um 

citoplasma escurecido (MARTÍN-SIERRA, 2016). 

 

1.2.5 Variante rs4947296 

Vários estudos têm descrito associações da DM com doenças 

autoimunes graves, como artrite reumatoide, lúpus e psoríase. Baseado nos 

resultados de estudos de proteômica realizados em pequenos grupos de 

pacientes, a autoimunidade tem sido proposta como uma potencial causa da 

DM, ainda que as evidências que suportem essa teoria sejam limitadas. 

Contudo, ainda que o mecanismo de doenças autoimunes da orelha 

interna não seja bem compreendido ainda, os sintomas vestibulares dessas 

doenças também são encontrados em pacientes com DM bilateral, e estes 

pacientes apresentam níveis elevados de citocinas proinflamatórias, como 

Interleucinas pró-inflamatórias (IL 1, 2, 6, 7) e Fatores de Necrose Tumoral 

(TNF). 

Além disso, alguns Fatores de Necrose Tumoral estão envolvidos em 

vias que modulam a inflamação em várias doenças autoimunes, como a 

Esclerose Múltipla, por exemplo. Um deles é o TNF indutor fraco de apoptose 

(TWEAK): uma citocina que regula várias respostas celulares e é ativada 
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através de seu receptor, Fn14, que por sua vez é altamente expresso nas 

células epiteliais. Essa ligação induz a ativação prolongada de uma das vias do 

Fator Nuclear Kappa B - NF-κB, que é extremamente importante na regulação 

das respostas imunes e inflamatórias.  

Diante disto, Frejo e colaboradores (2017) tentaram identificar loci de 

suscetibilidade a doenças autoimunes usando Immune genotyping array. Neste 

estudo, o grupo identificou uma variante intergênica, rs4947296, através de 

uma série de análises envolvendo bioinformática, estudos funcionais e estudos 

de expressão, concluíram que esta variante regula a expressão de uma série 

de genes, incluindo a via TWEK/Fn14-Fator Nuclear Kappa B – F-κB. 

A variante rs4947296 encontrada numa região intrônica do cromossomo 

6 é um locus quantitativo de expressão trans (através de produtos difusos de 

outros genes), e regula a expressão de muitos genes da via TWEK/Fn14 em 

células mononucleares periféricas, levando a uma resposta inflamatória 

mediada por NF-kB na DM (LOPEZ-ESCAMEZ, 2018). Portanto, essa 

alteração em específico já associada à DM bilateral poderia estabelecer uma 

relação entre a DM e respostas autoimunes. 

Com este trabalho espera-se contribuir com a caracterização molecular 

da DM e, considerando os benefícios clínicos que os resultados podem gerar, 

contribuir para melhor prognóstico, tratamento e aconselhamento genético. 

Conhecendo a alta prevalência da hidropisia endolinfática, sua vasta 

sintomatologia, muitas vezes incapacitante, e o impacto da sua repercussão 

clínica na qualidade de vida dos pacientes, estudos que almejem maiores 

esclarecimentos sobre sua fisiopatologia são de extrema importância, uma vez 

que aumentam o leque de possibilidades terapêuticas, contribuindo para a cura 

e/ou controle dessa enfermidade. 

Portanto, pesquisas voltadas para a sua etiologia beneficiará 

grandemente o conhecimento genético e, certamente, permitirá um melhor 

entendimento da doença e uma melhora nas estratégias terapêuticas para o 

controle dos sintomas. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

Rastrear genes candidatos e suas variantes previamente associadas 

em indivíduos diagnosticados clinicamente com Doença de Ménière.  

 

2.2 Específicos  

a) Investigar a região codificante dos genes KCNE3 e DPT;  

b) Rastrear as variantes rs2288904 (SLC44A2), rs3087969 (SLC44A2), 

rs1057519374 (SEMA3D), rs1131692056 (PRKCB); 

c) Avaliar a patogenicidade das alterações detectadas e sua relação 

com o fenótipo da DM.  

d) Propor um algoritmo de diagnóstico da DM por meio do 

rastreamento da variante intergênica rs4947296. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Casuística 

A casuística do presente estudo é composta por 30 indivíduos com idade 

entre 25 e 70 anos com Doença de Ménière (DM), esporádica ou familial, 

diagnosticados de acordo com os critérios estabelecidos pelo Comitê de 

Audição e Equilíbrio da AAO-HNS (1995), em acompanhamento no ambulatório 

de Otoneurologia da disciplina de Otologia e Otoneurologia da Universidade 

Federal de São Paulo (UNIFESP).  

O recrutamento dos pacientes foi feito para um projeto do grupo de 

pesquisa anterior a este (Lopes, 2015). Com isso, para o presente estudo 

foram utilizadas apenas as amostras de DNA já armazenadas em 

biorrepositório. As avaliações clínicas e moleculares já realizadas nesta 

amostra de pacientes estão detalhadas a seguir. Este estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da 

Universidade Estadual de Campinas sob o parecer de número 3.271.159 

(Anexo 1). 

Durante os atendimentos na UNIFESP, os indivíduos foram avaliados 

clinicamente e realizaram exames otoneurológicos como: audiometria e 

imitanciometria, documentação do limiar psicoacústico da audição; potencial 

evocado auditivo de tronco encefálico (PEATE), eletrococleografia, 

eletronistagmografia e potencial evocado miogênico vestibular (VEMP) para 

avaliação objetiva da função do sistema vestibular. Aqueles que obtiveram o 

diagnóstico clínico de DM foram selecionados para investigação molecular da 

doença.  

Todos os participantes receberam orientações sobre a triagem 

laboratorial da DM e concordaram em participar do estudo, assinando o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da UNIFESP (parecer 451.626), e autorizaram a coleta e o 

armazenamento de sua amostra biológica para estudos futuros.  

Os indivíduos que apresentaram histórico de traumas, cirurgia otológica 

e doenças retrococleares; exames complementares inconclusivos; e (ou) que 
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3.2 Caracterização da amostra 

A casuística deste estudo é composta por pacientes não relacionados e 

sem consanguinidade conhecida.  

Dos 30 pacientes que compõe este estudo, 19 são do sexo feminino e 

11, do sexo masculino; há predominância da raça branca (67,7%); as idades 

variam de 29 a 64 anos, com mediana de 52 anos e com 20% de coeficiente de 

variação, caracterizando a amostra como simétrica e homogênea de acordo 

com o estudo realizado previamente por Lopes (2015) (Figura 6).  

 

 
Figura 6. Análise descritiva da idade, em anos, nos pacientes com DM (Lopes, 

2015). 
 

A mediana é maior para o gênero feminino, assim como para a raça 

branca. A variabilidade da idade é maior entre os homens e os pacientes de 

raça não branca, conforme mostrado na figura 7 (Lopes, 2015). 

 

 
Figura 7. Variabilidade da idade em relação ao gênero nos pacientes com DM 

(Lopes, 2015). 
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Em relação ao tempo de doença auto relatado pelos pacientes, a 

mediana foi 5 anos, a média (desvio padrão) 7,6 (8,3) anos, variando de 0,5 a 

40 anos, conforme ilustrado na Figura 8.  

 
Figura 8. Variabilidade do tempo da doença nos pacientes com DM (Lopes, 

2015). 
 

De acordo com estudo prévio realizado por Lopes (2015), as 

características clínicas observadas nesta amostra são a prevalência do 

acometimento unilateral (77,4%) em relação à bilateral, sendo os casos 

esporádicos os mais encontrados entre os pacientes (80,6%). Os sintomas 

mais prevalentes na crise inicial da doença foram vertigem e zumbido, e a 

enxaqueca foi tida como a comorbidade mais prevalente na amostra (Quadro 

1). Além disso, a mediana do tempo de doença referido pelos pacientes foi de 

cinco anos.  

 

Quadro 1. Características clínicas dos pacientes com doença de Ménière (Lopes, 
2015). 

Uni/ 
Bilateral 

História 
Familial 

Sintomas 
Iniciais 

Perda 
Auditiva* 

Enxaqueca 
Média da Idade 

de início 
(mín-máx) 

24/ 
7 

6 

Vertigem: 22 
Zumbido: 24 
Perda auditiva: 17 
Plenitude aural: 10 

Estágio 1: 5 
Estágio 2: 7 
Estágio 3: 15 
Estágio 4: 4 

13 (41,9%) 
41,5 anos 
(19 - 64) 

(*)Classificação de acordo com AAO-HNS, 1995: média aritmética dos limiares tonais das 
frequências de 0,5, 1, 2 e 3 kHz. Média calculada para a pior orelha na doença de Ménière 
bilateral. 

 

É importante ressaltar que o grau de perda auditiva não está diretamente 

relacionado ao tempo de evolução da doença nesta amostra estudada, 

conforme mostrou Lopes (2015) na figura 9.  
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Figura 9. Relação entre perda auditiva e tempo de evolução da doença nos 

pacientes com DM (Lopes, 2015). 
 

3.3 Rastreio de genes e variantes 

3.3.1 Padronização das Reações em Cadeia da Polimerase 
(PCR) e amplificação dos fragmentos 

A análise molecular deste estudo foi realizada no Laboratório de 

Genética Molecular Humana do Centro de Biologia Molecular da Universidade 

Estadual de Campinas (CBMEG/UNICAMP), com aprovação do Comitê de 

Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, sob o 

parecer 3.271.159 (Anexo 1). 

A amplificação dos éxons foi feita por meio da técnica PCR (Polymerase 

Chain Reaction), com primers desenhados de acordo com as especificações 

descritas na tabela 2. 
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Tabela 2. Primers utilizados nas amplificações das sequências. 

Gene Localização Banco de dados Primers 5’   3’ pb 

DPT Éxon 04 ENST00000367817.3 
F – CTG CCA TGT CCT TTC TCA CT 

398 
R – GCG CAC TGT ATA TGT GGT GT 

SEMA3D Éxon 15 ENST00000284136.10 
F – TAG TAC TGC ATC TGC CAC TG 

197 
R – ATG GGA GAA AAA GCA TAT CA 

PRKCB Éxon 03 ENST00000303531.11 
F – ATG ATC TCT TCC TCC CTT TC 

206 
R – GAC TGT GGA CAG AGA AAA GC  

KCNE3 Éxon 03 ENST00000310128.8 
F – GCT TCT ACC GAG TCT TCC C 

447 
R – GGA CAC TGA GAC CTG ATG C 

SLC44A2 

Éxon 04 ENST00000335757.9 
F – AGG AGT GGC AGT GTC TCA GT 

195 
R – AGA TGG GGA ATG CCT AGA AT 

Éxon 07 ENST00000335757.9 
F – GGC AGT GGC AGT GTA CTA GA 

206 
R – CTG CAT GGA GCA GAG GAT 

rs4947296 intergênica Ensembl 
NC_000006.12 

F – ATT ACA GGT GTG AGC CAC TG 
244 

R – TTT TCC TTT CAG GTA TCT TGC 

 

Para um volume de 25μL de reação para os genes DPT, SEMA, PRKCB, 

KCNE3 e SLC44A2, a padronização foi feita utilizando em torno de 50ng de 

DNA genômico, 200μM de cada desoxinucleotídeo trifosfato (dATP, dCTP, 

dGTP e dTTP), 5,0pmol de cada primer (foward e reverse), 2,5U da enzima 

Taq DNA polimerase em Tampão de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 8,8), 25mM 

de MgCl2, completando com água até o volume final. 

Para a reação com a variante intergênica rs4947296, a padronização da 

reação foi feita com 500ng de DNA genômico, 200μM de cada 

desoxinucleotídeo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 5,0pmol de cada 

primer (foward e reverse), 2,5U da enzima Taq DNA polimerase em Tampão de 

PCR 10X ((NH4)2SO4), 25 mM de MgCl2, completando com água até o volume 

final de 10μL.  

As amplificações foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 96-

Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), sendo realizados 32 ciclos de 

aquecimento a 95°C para a desnaturação do DNA, seguido das temperaturas 

de 52ºC a 57°C para o anelamento dos primers, e então de 72°C para a 

extensão das novas fitas. As condições da PCR para cada par de primer estão 

resumidas no anexo 4 deste trabalho. Os produtos de amplificação foram 

visualizados em gel de agarose 1%, após coloração com brometo de etídio. 

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000143196;r=1:168695459-168729264;t=ENST00000367817
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%20%200normal;db=core;source=dbSNP;v=rs4947296;vdb=variation;vf=104178188
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3.3.2 Purificação dos produtos de PCR 

Os fragmentos que foram amplificados pela técnica de PCR foram 

purificados utilizando-se o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System 

(Promega Corporation, EUA). Após a purificação, a quantidade e a pureza das 

amostras de DNA foram determinadas por densidade óptica em 

espectrofotômetro NanoDrop® ND-8000 (Thermo Scientific). 

 

3.3.3 Reação para sequenciamento 

As reações de sequenciamento para todos os genes foram executadas 

no sequenciador automático ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer utilizando-se o 

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem, EUA), de 

acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. As reações foram 

constituídas de 40-80ng de DNA, 2µL do Mix BigDye, 1µL de primer (5pmol), 

completando com água deionizada para um volume final de 10µL. As 

condições de amplificação foram: 96 °C (1 min), seguido de 30 ciclos de 96 °C 

(10 seg), 57 °C (5 seg), 72 °C (30 seg), finalizando a 72 °C (5 min). 

 

3.3.4 Análise das sequências obtidas 

As sequências obtidas foram analisadas e comparadas com as 

sequências de referência dos genes, com o auxílio dos programas Chromas 

Lite® (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html), Gene Runner® 3.01 

(http://www.generunner.net) e CLC Sequence Viewer 6.1 (CLC bio A/S). 

 

3.4 Estudo in silico 

Para melhor compreensão das alterações nas proteínas codificadas 

pelos genes estudados, foram realizadas predições in silico das variantes 

encontradas nos pacientes através de duas plataformas específicas para 

variantes sinônimas: Human Splicing Finder e SpliceAid.  
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3.4.1 Human Splicing Finder 3.1 (HSF) 

O HSF é uma plataforma online que pode ser acessada por meio do 

endereço eletrônico <http://umd.be/HSF3/> e combina 12 diferentes algoritmos 

para identificar e predizer o efeito de alterações nos sítios de reconhecimento 

de splicing (“splicing motifs”), incluindo as regiões doadoras e aceptoras de 

splicing, o ponto de ramificação (“branch point”) e sequências auxiliares 

conhecidas por ativarem ou reprimirem o splicing: sequências Exônicas 

Ativadoras de Splicing (Exonic Splicing Enhancers – ESE) e sequências 

Exônicas Silenciadoras de Splicing (Exonic Splicing Silencers – ESS). Esses 

algoritmos são baseados em Position Weight Matrices (PWM), Maximum 

Entropy Principle (MEP) ou Motif Comparison Method (MCM). Um limiar de 

valor consensual e um limiar de pontuação da variante são pré-estabelecido 

para cada um deles baseado em dados da literatura.  

Para as regiões doadoras ou aceptoras de splicing, os valores 

consensuais no PWM variam de 0 a 100 e no MEP, de -20 a +20; o limiar é 

definido em 65 (PWM) e 3 (MEP). Isso significa que todo sinal com uma 

pontuação acima do limiar é considerado um sítio de splicing (doador ou 

aceptor). Quando uma mutação ocorre, se o valor do alelo selvagem é acima 

do limiar e o valor da variante (entre alelo selvagem e mutante) é abaixo de -

10% (PWM) ou -30% (MEP), é considerado que a alteração quebra o sítio de 

splicing. Por outro lado, se o valor do alelo selvagem é abaixo do limiar e o 

valor da variante é acima de +10% (PWM) ou +30% (MEP), é considerado que 

a alteração cria um novo sítio de splicing.  

Os valores para o Branch Point também variam de 0 a 100 (PWM), e o 

limiar é definido em 67, sendo que todo sinal acima deste número é 

considerado um potencial branch point. Se o valor do alelo selvagem é acima 

do limiar e o valor da variante é abaixo de -10%, é considerado que a mutação 

quebra o branch point. 

Em relação aos ESE e ESS, o valor consensual também varia de 0 a 

100 (PWM) para cada um, mas o limiar é estabelecido de forma diferente para 

cada algoritmo. Todo sinal com um valor acima do limiar definido é considerado 

como um potencial ESE ou ESS. Se o valor do alelo selvagem é acima do 

limiar e o do alelo mutante é abaixo, é considerado que a mutação quebra o 

http://umd.be/HSF3/
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ESE; e se o valor do alelo selvagem é abaixo do limiar e o do alelo mutante, 

acima, então é considerado que a alteração cria um novo ESS. Com o 

algoritmo MCM, se o sítio de reconhecimento de splicing que está sendo 

testado existe no banco de dados, é considerado como um potencial ESE ou 

ESS, também. Se o sítio de reconhecimento de splicing do alelo selvagem está 

presente no banco de dados, e o do alelo mutante, ausente, então é 

considerado que a mutação quebra o ESE; já se o do alelo selvagem está 

ausente no banco de dados, e o do alelo mutante está presente, é considerado 

que a mutação cria um novo ESS.  

Finalmente, quando há a combinação de ambos ESEs e ESSs, o 

processo permanece o mesmo: se o sítio de reconhecimento testado existe no 

banco de dados, é considerado como potencial ESE ou ESS. Se o do alelo 

selvagem está presente no banco de dados e o do alelo mutante está ausente, 

é considerado que a mutação quebra o ESE; e se o do alelo selvagem está 

ausente no banco de dados, e o do alelo mutante está presente, é considerado 

que a mutação cria um novo ESS, assim como se fossem analisados 

separadamente.  

A imagem 7 é uma imagem da interface da plataforma que exemplifica 

como interpretar os dados.   

 

 
Figura 7. Tabela explicativa de como interpretar os dados obtidos na predição 

in silico usando o HSF. (Modificado de <http://umd.be/HSF3/technicaltips.html>) 
 

3.4.2 SpliceAid 2 

Esta ferramenta procura os sítios de reconhecimento de splicing exatos 

em um banco de dados de sequências de RNA-alvo estritamente avaliados 

experimentalmente. Com isso, ela é útil para predizer o efeito de mutações no 

Novo sítio 
aceptor 

Novo sítio 
ESS 

Sítio ESE 
quebrado 

Ativação de um sítio aceptor exônico 
crítico, com presença de um ou mais 

branch points.  
Potencial alteração de splicing. 

Criação de um sítio ESS.  
Potencial alteração de splicing. 

Alteração de um sítio ESE.  
Potencial alteração de 

splicing. 

Sinal Predito Algoritmo de Predição Posição no cDNA Interpretação 

http://umd.be/HSF3/technicaltips.html
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DNA ao nível de sequências-alvo de proteínas de ligação a RNA que 

determinam o padrão do splicing no mRNA. Nesta versão da plataforma, 

existem dados expressivos relacionados aos splicing retirados dos principais 

banco de dados de proteômica e transcritoma, de sítios de splicing 5' e 3', e 

sequências de branch point. Além disso, reúne 2,220 sítios-alvo de 62 

proteínas humanas de splicing (que englobam tanto as proteínas das famílias 

SR – ativadoras de splicing – quanto as da família hnRNP – repressoras de 

splicing) e seus dados de expressão em 320 tecidos. Com isso, ele prevê os 

padrões de alteração de splicing, auxilia na identificação do efeito molecular 

das mutações e a entender splicings alternativos de tecido-específico.  

Assim como no HSF, a imagem gerada pelo SpliceAid2 a partir das 

informações inseridas também possuem um limiar, mas não trabalha com 

números. Ao invés disso, ele mostra as proteínas envolvidas no splicing na 

região determinada. É importante fazer a comparação entre a sequência 

normal e a sequência mutante, para melhor visualização das alterações. As 

proteínas mostradas acima do limiar são ESEs, enquanto as mostradas abaixo 

são ESSs. A plataforma pode ser acessada através do website 

<http://193.206.120.249/splicing_tissue.html>. 

 

 

http://193.206.120.249/splicing_tissue.html
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho, 30 pacientes com hipótese diagnóstica da (DM) foram 

estudados. Vários genes e variantes foram rastreadas na tentativa da 

associação com a doença. A tabela 3 apresenta o resultado geral de todos os 

genes e variantes rastreados.   

Todos os genes e variantes estudados foram rastreados baseados em 

prévios estudos realizados na literatura científica. Apesar da heterogeneidade 

clínica da DM, algumas variantes têm sido apontadas como relacionadas à DM, 

ou à sua suscetibilidade. 

Como é possível observar na tabela, apenas seis pacientes relataram 

histórico familiar de DM. Contudo, não é possível inferir nenhuma correlação 

entre os achados do estudo com a hereditariedade da DM. Além disso, não foi 

possível contatar nenhum dos familiares para possível triagem neste momento.  

Ao estudar o questionário de recrutamento de todos os pacientes, foi 

percebido que todos eles relataram períodos de grande estresse previamente 

ao início do aparecimento dos sintomas da DM. Esse fato sugere que fatores 

epigenéticos podem estar correlacionados à doença e, principalmente, ao 

aparecimento dos sintomas. Contudo, isso não havia sido relatado na literatura 

ainda; portanto, mais estudos são necessários a fim de corroborar e detalhar o 

quanto de influência fatores epigenéticos podem ter na DM.  
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Tabela 3. Resultados dos rastreamentos realizados até o momento. 

Paciente DPT SEMA PRKCB KCNE3 
SLC44A2 

éxon 4 
SLC44A2 

éxon 7 
rs4947296 

1 

rs12060879 

-  - 
   

rs78760104 

rs114910915 

2 rs78760104 - - - rs3087969 rs2288904 - 

3 rs78760104 - - - 

4 
rs12060879 

- - - rs3087969 rs2288904 - 
rs78760104 

5 rs78760104 -  - rs3087969 - - 

6 rs78760104 -  - rs3087969 - - 

7 rs78760104 - - - rs3087969 rs2288904 - 

8 rs78760104 -  - rs3087969 rs2288904 

9 rs78760104 -  - rs3087969 rs2288904 

10 rs78760104 -  - rs3087969 rs2288904 - 

11 rs78760104 -  rs2270676 rs3087969 rs2288904 

12 rs78760104 -  - rs3087969 rs2288904 

13 
rs12060879 

-  rs2270676 rs3087969 rs2288904 
 rs78760104 

14 rs78760104 -  - rs3087969 rs2288904 - 

15 - -  - rs3087969 rs2288904 - 

16 rs78760104 -  - rs3087969 rs2288904 

17 rs78760104 -  rs2270676 rs3087969 rs2288904 

18 rs78760104 -  - rs3087969 rs2288904 

19 rs78760104 -  rs2270676 rs3087969 rs2288904 

20 rs78760104 -  rs2270676 rs3087969 rs2288904 - 

21 rs78760104 -  - rs3087969 rs2288904 - 

22 rs78760104 -  - rs3087969 rs2288904 - 

23 - -  - rs3087969 rs2288904 - 

24 rs78760104 -  - rs3087969 rs2288904 

25 

rs12060879 

- - - rs3087969 rs2288904 
 

rs78760104 

rs58987681 

26 rs78760104 -  - rs3087969 - - 

27 - -  rs2270676 rs3087969 rs2288904 - 

28 rs78760104 -  - rs3087969 rs2288904 

29 - -  - rs3087969 rs2288904 - 

30 
rs78760104 

- 
 

- rs3087969 - - 
rs58987681  

Legenda: Pacientes em negrito possuem Histórico Familiar de DM.  
*Campos preenchidos com (-) indicam que o paciente não possui alterações. 

**Campos em branco indicam que o rastreamento ainda não foi realizado. 
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4.1 Gene DPT 

Foram rastreados 30 pacientes para alterações no gene DPT. Foram 

encontradas as variantes rs12060879 em quatro pacientes, rs114910915 em 

um paciente, rs58987681 em dois pacientes, e rs78760104 em 26 pacientes, 

sendo que, apenas a primeira variante é exônica. 

 

Tabela 4. Resultado do rastreamento de variantes no gene DPT. 

Paciente Alteração Genótipo Significado Predição Referência 

1 

rs12060879 
(c.582C>T) 

C/T Exônica / 
Variante sinônima 

Alteração de 
Sítio ESS 
intrônico 

Ensembl 
SpliceAid2 
HSF 3.1 

rs78760104 
(c.*39_*40insA) 

A/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

rs114910915 
(c.*61T>C) T/C 3 prime UTR variant - Ensembl 

2 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) 
-/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

3 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) 
A/A 

3 prime UTR 
variant 

- Ensembl 

4 

rs12060879 
(c.582C>T) 

C/T Exônica / 
Variante sinônima 

Alteração de 
Sítio ESS 
intrônico 

Ensembl 
SpliceAid2 
HSF 3.1 

rs78760104 
(c.*39_*40insA) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

5 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

6 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) -/A 
3 prime UTR 

variant - Ensembl 

7 rs78760104 
(c.*39_*40insA) 

-/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

8 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) -/A 
3 prime UTR 

variant - Ensembl 

9 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) A/A 
3 prime UTR 

variant - Ensembl 

10 rs78760104 
(c.*39_*40insA) -/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

11 rs78760104 
(c.*39_*40insA) -/A 3 prime UTR variant  Ensembl 

12 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) 
-/A 

3 prime UTR 
variant 

- Ensembl 

13 

rs12060879 
(c.582C>T) C/T Exônica / 

Variante sinônima 

Alteração de 
Sítio ESS 
intrônico 

Ensembl 
SpliceAid2 
HSF 3.1 

rs78760104 
(c.*39_*40insA) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl 
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14 rs78760104 
(c.*39_*40insA) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

15 - - - - - 

16 rs78760104 
(c.*39_*40insA) -/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

17 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) 
A/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

18 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

19 rs78760104 
(c.*39_*40insA) 

A/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

20 rs78760104 
(c.*39_*40insA) 

-/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

21 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

22 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) 
-/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

23 - - - - - 

24 rs78760104 
(c.*39_*40insA) 

A/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

25 

rs12060879 
(c.582C>T) C/T 

Exônica / 
Variante sinônima 

Alteração de 
Sítio ESS 
intrônico 

Ensembl 
SpliceAid2 
HSF 3.1 

rs78760104 
(c.*39_*40insA) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

rs58987681 
(c.*171C>T) C/T 3 prime UTR variant - Ensembl 

26 
rs78760104 

(c.*39_*40insA) -/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

27 - - - - - 

28 rs78760104 
(c.*39_*40insA) -/A 3 prime UTR variant - Ensembl 

29 - - - - -- 

30 

rs78760104 
(c.*39_*40insA) 

-/A 
3 prime UTR 

variant 
- Ensembl 

rs58987681 
(c.*171C>T) 

C/T 3 prime UTR 
variant 

- Ensembl 

Legenda: Pacientes em negrito possuem Histórico Familiar de DM.  

 

O gene DPT foi selecionado para este estudo principalmente baseado 

no fato de uma nova variante, c. 544C<T (rs748718975), ter sido observada em 

três irmãs com DM que possuíam histórico de doença autoimune, e em dois 

outros indivíduos com fenótipo incompleto da doença por Martín-Sierra em 

2017. Trata-se de uma alteração missense rara (MAF: < 0.01) que leva à troca 

do aminoácido Arginina por uma Cisteína na posição 182 da proteína. Essa 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs748718975
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alteração não foi observada em nenhum dos pacientes estudados até o 

momento.  

A variante exônica rs12060879 encontrada em quatro pacientes é uma 

alteração sinônima (p.Tyr194=), não havendo, portando, alteração na 

sequência de aminoácidos da proteína. Contudo, o estudo in silico realizado 

pelas plataformas SpliceAid2 e HSF demonstrou que esta alteração exclui um 

Sítio Exônico Silenciador de Splicing (ESS), criando um novo sítio de splicing 

intrônico que provavelmente não tem impacto na proteína (Figuras 8 e 9). 

Entretanto, ainda não existem estudos funcionais na literatura sobre a variante. 

Essa variante foi encontrada em pacientes sem histórico familiar de sintomas 

da DM. 

 
Figura 8. Imagem do resultado das predições in silico realizadas pela 

plataforma SpliceAid2 para a variante rs12060879. a) Resultado da predição como 
alelo selvagem; b) Resultado da predição com a variante, mostrando a perda do sítio 
ESS.  

 

a. 

b.
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Figura 9. Imagem do resultado da predição in silico realizada pela plataforma 

HSF para a variante rs12060879 mostrando que provavelmente não há impacto na 
região de splicing. 

 

As demais variantes encontradas nos pacientes na triagem para o gene 

DPT são intrônicas, na região 3’ UTR, e não possuem qualquer relação com a 

Doença de Ménière.  

 

4.2 Gene SEMA3D 

Nenhuma alteração foi encontrada no éxon 15 deste gene em nenhum 

dos 30 pacientes triados, embora estudos realizados por Martín-Sierra e 

colaboradores (2017) tenham descrito e mostrado a variante rs1057519374 

segregando juntamente com a DM em três indivíduos em uma família com 

expressividade variável da doença.  

Com as modelagens da proteína e estudos funcionais, puderam 

constatar que esta é uma variante missense rara, porém não há descrição da 

frequência na população nos bancos de dados. A troca do aminoácido Prolina 

por uma Serina na posição 580 da proteína possivelmente causa uma 

alteração estrutural (MARTIN-SIERRA et al., 2017). 

 

4.3 Gene PRKCB 

Quatro pacientes foram triados para o gene PRKCB, porém nenhuma 

alteração foi encontrada.  

Recentemente, Martín-Sierra e colaboradores (2016) encontraram uma 

variante até então não descrita no gene PRKCB ao realizar o Whole Exome 
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Sequencing de uma família espanhola. Eles observaram a presença da 

variante em três indivíduos que possuíam a DM.  

Por meio da técnica de Real Time qPCR, a qual foi utilizada para 

analisar a expressão gênica com o alelo selvagem e com o alelo alterado, eles 

demonstraram que a presença da variante diminuía a expressão do gene nas 

células da cóclea e do vestíbulo (MARTÍN-SIERRA, 2016). 

A variante foi descrita como Missense, com alteração da estrutura da 

proteína, e não foi encontrada em nenhum outro indivíduo em nenhum banco 

de dados de nenhuma população que o grupo pesquisou (MARTÍN-SIERRA, 

2016). 

 

4.4 Gene KCNE3 

Trinta pacientes foram triados para a região codificante do gene KCNE3. 

Em seis pacientes (20%) sem histórico familiar da DM foi encontrada a variante 

de interesse rs2270676 (c.198T>C) em heterozigose (Figura 10). Todos os 

resultados estão resumidos na tabela 5.  

 

 
Figura 10. Eletroferograma mostrando a variante rs2270676 (c.198T>C) em 

heterozigose.  
 

Tabela 5. Resultado do rastreamento de variantes no gene KNCE3. 

Paciente Alteração Genótipo Significado Predições Referência 

1 Normal T/T  - - 

2 Normal T/T  - - 

3 Normal T/T  - - 

4 Normal T/T  - - 

5 Normal T/T  - - 

6 Normal T/T  - - 

7 Normal T/T  - - 

8 Normal T/T  - - 



44 

 

9 Normal T/T  - - 

10 Normal T/T  - - 

11 rs2270676 
(c.198T>C) T/C Exônica / 

Variante sinônima Inconclusivas  

Ensembl 
SpliceAid2 
HSF 3.1 

Mutation Taster 
SIFT 

12 Normal T/T  - - 

13 
rs2270676 
(c.198T>C) T/C 

Exônica / 
Variante sinônima Inconclusivas 

Ensembl 
SpliceAid2 
HSF 3.1 

Mutation Taster 
SIFT 

14 Normal T/T  - - 

15 Normal T/T  - - 

16 Normal T/T  - - 

17 rs2270676 
(c.198T>C) 

T/C Exônica / 
Variante sinônima 

Inconclusivas 

Ensembl 
SpliceAid2 
HSF 3.1 

Mutation Taster 
SIFT 

18 Normal T/T  - - 

19 rs2270676 
(c.198T>C) 

T/C Exônica / 
Variante sinônima 

Inconclusivas 

Ensembl 
SpliceAid2 
HSF 3.1 

Mutation Taster 
SIFT 

20 rs2270676 
(c.198T>C) T/C Exônica / 

Variante sinônima Inconclusivas 

Ensembl 
SpliceAid2 
HSF 3.1 

Mutation Taster 
SIFT 

21 - -  - - 

22 Normal T/T  - - 

23 Normal T/T  - - 

24 Normal T/T  - - 

25 Normal T/T  - - 

26 Normal T/T  - - 

27 
rs2270676 
(c.198T>C) T/C 

Exônica / 
Variante sinônima Inconclusivas 

Ensembl 
SpliceAid2 
HSF 3.1 

Mutation Taster 
SIFT 

28 Normal T/T  - - 

29 Normal T/T  - - 

30 Normal T/T  - - 

Legenda: Pacientes em negrito possuem Histórico Familiar de DM.  

 

A variante rs2270676 (c.198T>C) é um polimorfismo (MAF: 0.14) que 

não altera a sequência de aminoácidos da cadeia polipeptídica. Estudos sobre 
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essa variante têm sido realizados na tentativa de associá-la à DM, uma vez que 

o gene em que ela se encontra tem uma expressão dominante no saco 

endolinfático, e os canais KCNE3 são expressos intensamente no epitélio da 

porção distal (DOI et al., 2005).  

Contudo, os estudos têm se mostrado contraditórios: enquanto DOI e 

colaboradores (2005) estabeleceu uma associação entre esta variante e a DM 

esporádica em um estudo de população japonesa com pacientes controles e 

diagnosticados com a DM, Campbell e colaboradores (2010) não obtiveram 

sucesso na replicação dos dados no estudo com caucasianos, pois as 

frequências encontradas no grupo controle foram significativas, e refutava a 

associação com a DM. Neste estudo, Campbell chegou à conclusão que a 

população controle de Doi não era fidedigna de representar a população geral, 

pois este não indicou a origem da casuística, nem se eram geneticamente 

compatíveis, e já foi reportado que dependendo da região japonesa, uma 

subestrutura populacional pode existir e levar a associações falsas 

(CAMPBELL et al., 2010). 

 Estudos in silico desta variante realizados por três plataformas 

diferentes também mostram resultados contraditórios. A predição pela 

plataforma SpliceAid2 mostrou que a alteração leva à perda de um sítio ESE e 

um ESS (Figura 11), enquanto a plataforma HSF indica que há apenas a 

criação de um sítio ESSE intrônico, sem provável impacto no splicing (Figura 

12).  
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Figura 11. Imagem do resultado das predições in silico realizadas pela 

plataforma SpliceAid2 para a variante rs2270676. a) Resultado da predição com o 
alelo selvagem; b) Resultado da predição com a variante, mostrando a perda dos 
sítios ESS e ESE.  

 

 
Figura 12. Imagem do resultado da predição in silico realizada pela plataforma 

HSF para a variante rs2270676, mostrando que há a criação de um sítio ESE 
intrônico, que provavelmente não tem impacto no splicing.  

 

Em contrapartida com esta última análise, a predição realizada pela 

plataforma Mutation Taster indica que há alteração no sítio de splicing e que a 

estrutura da proteína pode ser afetada (Figura 13). Numa quarta predição in 

silico, realizada pela plataforma SIFT, é informado que a alteração é tolerada 

(não patogênica), com uma pontuação de 0,93 (Figura 14). 

 

a.

b.
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Figura 13. Imagem do resultado da predição in silico realizada pela plataforma 

Mutation Taster para a variante rs2270676, mostrando há alteração do sítio de splicing 
e que as características da proteína podem ser afetadas.   

 

 
Figura 14. Imagem do resultado da predição in silico realizada pela plataforma 

SIFT para a variante rs2270676.   
 

 Com isso, estabelecer qualquer relação da variante rs2270676 com a 

DM ainda requer mais estudos, principalmente funcionais, para melhor 

entendimento das possíveis alterações estruturais causadas na proteína e seus 

resultados fenotípicos.  

 

4.5 Gene SLC44A2 

Os éxons 4 e 7 do gene SLC44A2 foram rastreados para análise das 

variantes rs3087969 e rs2288904, já previamente relacionadas ao fenótipo de 

DM. Foram rastreados 28 pacientes, dentre os quais todos apresentaram a 

variante rs3087969 (Tabela 6) e apenas quatro não apresentaram a variante 

rs2288904 (Tabela 7).  

A variante rs3087969 (c.198T>C) é um polimorfismo (MAF: 0.37) 

encontrado no éxon 4 do gene e que não altera a sequência de aminoácidos da 

proteína. Da casuística estudada, 17 pacientes (60,7%) são homozigotos 

(Figura 15) para esta alteração e 11, heterozigotos (39,3%) (Figura 16).  
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Figura 15. Eletroferograma mostrando a variante rs3087969 (c.198T>C) em 

homozigose.  
 

 
Figura 16. Eletroferograma mostrando a variante rs3087969 (c.198T>C) em 

heterozigose.  
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Tabela 6. Resultado do rastreamento de variantes no éxon 04 gene SLC44A2. 

Paciente Alteração Genótipo Significado Clínico Predições 

2 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinônima Inconclusivas 

4 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

5 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinônima Inconclusivas 

6 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinônima Inconclusivas 

7 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinônima Inconclusivas 

8 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinônima Inconclusivas 

9 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

10 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinônima Inconclusivas 

11 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

12 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

13 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

14 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

15 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinônima Inconclusivas 

16 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

17 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

18 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

19 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

20 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

21 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinônima Inconclusivas 

22 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

23 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinônima Inconclusivas 

24 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

25 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

26 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinônima Inconclusivas 

27 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

28 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

29 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinônima Inconclusivas 

30 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinônima Inconclusivas 

Legenda: Pacientes em negrito possuem Histórico Familiar de DM.  

 

Foram realizadas análises de predição in silico em quatro plataformas a 

fim de se estabelecer uma assertiva patogenicidade fenotípica da alteração. 

Contudo, houve discrepâncias nos resultados.  

Enquanto na plataforma SpliceAid2 foi obtido um resultado onde há a 

perda de um sítio ESS e de um sítio ESE (Figura 17), o HSF mostrou que há 

um potencial sítio de splicing, com criação de um sítio ESS intrônico e potencial 
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branch point (Figura 18); porém não indicou alterações relevantes para a 

função da proteína.  

 

 
Figura 17. Imagem do resultado das predições in silico realizadas pela plataforma 

SpliceAid2 para a variante rs3087969. a) Resultado da predição com o alelo selvagem; 

b) Resultado da predição com a variante, mostrando a perda dos sítios ESS e ESE. 

 

 
Figura 18. Imagem do resultado da predição in silico realizada pela plataforma 

HSF para a variante rs3087969, mostrando que há a criação de um sítio ESS 
intrônico, um potencial sítio de splicing e um potencial branch point.  

 

a. 

b. 
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Contudo, as predições realizadas pelas plataformas Mutation Taster e 

SIFT (Figuras 19 e 20) indicaram que com a variante rs3087969 há possível 

alteração da proteína, e que há mudança no sítio de splicing. 

 

 
Figura 19. Imagem do resultado da predição in silico realizada pela plataforma 

Mutation Taster para a variante rs3087969, mostrando há alteração do sítio de splicing 
e que as características da proteína podem ser afetadas.   

 

 
Figura 20. Imagem do resultado da predição in silico realizada pela plataforma 

SIFT para a variante rs3087969, indicando que há alteração na função da proteína.   
 

Nenhuma outra variante foi encontrada no éxon 04 deste gene.  

 

A variante polimórfica (MAF: 0.37) rs2288904 (c.455A>G) encontrada no 

éxon 07 do gene SLC44A2 é uma alteração missense que leva à troca de uma 

Arginina por uma Glutamina na posição 154 da proteína. Dos pacientes triados, 

17 (60,7%) apresentaram a alteração em homozigose, sete (25%) são 

heterozigotos e quatro (14,3%) não apresentaram nenhuma alteração neste 

éxon. Os eletroferogramas dos sequenciamentos mostrando a variante podem 

ser vistos nas figuras 21 e 22. 

 

 
Figura 21. Eletroferograma mostrando a variante rs2288904 (c.455A>G) em 

homozigose.  
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Figura 22. Eletroferograma mostrando a variante rs2288904 (c.455A>G) em 

heterozigose.  
 
 

Tabela 7. Resultado do rastreamento de variantes no éxon 07 do gene 
SLC44A2. 

Paciente Alteração Genótipo Significado Clínico Predição  

2 rs2288904 (c.455A>G) A/G Variante missense Inconclusivas 

4 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

5 - - - - 

6 - - - - 

7 rs2288904 (c.455A>G) A/G Variante missense Inconclusivas 

8 rs2288904 (c.455A>G) A/G Variante missense Inconclusivas 

9 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

10 rs2288904 (c.455A>G) A/G Variante missense Inconclusivas 

11 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

12 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

13 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

14 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

15 rs2288904 (c.455A>G) A/G Variante missense Inconclusivas 

16 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

17 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

18 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

19 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

20 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

21 rs2288904 (c.455A>G) A/G Variante missense Inconclusivas 

22 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

23 rs2288904 (c.455A>G) A/G Variante missense Inconclusivas 

24 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

25 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

26 - - - - 

27 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

28 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

29 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas 

30 - - - - 

Legenda: Pacientes em negrito possuem Histórico Familiar de DM.  
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As predições in silico realizadas neste estudo foram inconclusivas. De 

acordo com o SpliceAid2, há a criação de um sítio ESE na proteína (Figura 23). 

Já o HSF mostrou que há um potencial sítio de splicing, com criação de um 

sítio ESS intrônico e possível quebra de um branch point, com outros pontos de 

quebra de splicing motifs (Figura 24). A ferramenta não indicou alterações 

relevantes para a função da proteína.  

 

 
Figura 23. Imagem do resultado das predições in silico realizadas pela plataforma 

SpliceAid2 para a variante rs2288904. a) Resultado da predição com o alelo selvagem; 

b) Resultado da predição com a variante, mostrando a criação de um sítio ESE. 

 

a.

b.
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Figura 24. Imagem do resultado da predição in silico realizada pela plataforma 

HSF para a variante rs2288904, mostrando que há a criação de um sítio ESS 
intrônico, um potencial sítio de splicing, uma possível quebra de um branch point, e 
possíveis quebras de outros splicing motifs.   

 

As predições realizadas pela plataforma Mutation Taster indicam que há 

alteração no sítio de splicing com possível alteração da estrutura da proteína 

(Figuras 25), enquanto resultados obtidos pelo SIFT indicaram que a variante é 

considerada Tolerada (Figura 26). 

 

 
Figura 25. Imagem do resultado da predição in silico realizada pela plataforma 

Mutation Taster para a variante rs2288904, mostrando há alteração do sítio de splicing 

e que as características da proteína podem ser afetadas.   
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Figura 26. Imagem do resultado da predição in silico realizada pela plataforma 

SIFT para a variante rs2288904.  
 

Um último estudo in silico foi realizado utilizando a plataforma Polyphen, 

uma vez que, a alteração é missense. Os resultados obtidos indicam que a 

variante rs2288904 é benigna (Figura 27). 

 

 
Figura 27. Imagem do resultado da predição in silico realizada pela plataforma 

Polyphen para a variante rs2288904.  
 

Apesar dos resultados inconsistentes das predições in silico realizadas 

neste trabalho, um estudo recente de análise dessas duas variantes 

estabeleceu uma relação entre essas e a DM. 

Thankam e colaboradores, em 2016, propuseram que o gene SLC44A2 

poderia ter um papel importante na DM, uma vez que a variante rs2288904 

ocasiona a troca de uma Arginina (positivamente carregada) para uma 

Glutamina (polar neutra), e talvez a expressão em heterozigose do gene 

pudesse afetar o dobramento da proteína ou as funções das moléculas, 

interferindo assim na homeostase do ouvido interno. (THANKAM et al., 2016).  

Para tanto, foram selecionadas amostras de pacientes com DM que 

respondiam a tratamento medicamentos (diuréticos diários combinados com 

supressores vestibulares e dieta restrita de sódio), e pacientes com DM grave 

que não respondiam aos remédios e recorriam à cirurgia para controle dos 

sintomas. Após análises, resultados mostraram que a variante polimórfica 
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rs2288904 parecia estar em desequilíbrio de ligação com um segundo 

polimorfismo, rs3087969, uma variante sinônima, e ambas possuíam a mesma 

distribuição alélica, com exceção de um paciente. A relação entre esses dois 

polimorfismos não havia sido descrita até então (THANKAM et al., 2016).  

Outro resultado importante de ser apontado do estudo citado é que entre 

os pacientes tratados cirurgicamente, 43% possuíam a variante rs2288904 em 

heterozigose, enquanto os que respondiam ao tratamento medicamentoso 

apresentaram a mesma variante em heterozigose em 27% dos casos. No 

grupo controle, a variante foi encontrada em 31% e corresponde à distribuição 

esperada. Com isso, esse grupo concluiu que as proteínas produzidas pelos 

dois alelos da variante rs2288904 interagem de forma a aumentar o risco de 

desenvolver vertigem e outros sintomas graves que precisam de intervenção 

cirúrgica. Além disso, desequilíbrio de ligação entre as duas variantes, 

rs2288904 e rs3087969, interferem na homeostase do ouvido interno, 

sugerindo uma maior predisposição à forma grave da DM. 

Sete pacientes deste presente estudo apresentaram ambas variantes 

em heterozigose, como mostra a Tabela 8. 

 

Tabela 8. Pacientes com as variantes no gene SLC44A2 encontradas em 
heterozigose 

Paciente 

Éxon 07 Éxon 04 

Alteração Genótipo Alteração Genótipo 

2 rs2288904  A/G rs3087969 C/T 

7 rs2288904 A/G rs3087969 C/T 

10 rs2288904 A/G rs3087969 C/T 

15 rs2288904 A/G rs3087969 C/T 

21 rs2288904 A/G rs3087969 C/T 

23 rs2288904 A/G rs3087969 C/T 

 

Entretanto, análises de prontuários destes pacientes não corroboram a 

relação das variantes rs2288904 e rs3087969 com a forma grave da DM. 

Apesar de apenas ter sido possível acompanhar a evolução da DM em quatro 

dos sete pacientes devido ao não retorno dos outros pacientes às consultas 

ambulatoriais desde 2014, dois dos pacientes mantiveram os sintomas estáveis 
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respondendo ao tratamento, e dois tiveram uma melhora significativa dos 

sintomas após o tratamento, os quais não necessitaram mais uso dos 

medicamentos e os sintomas não reapareceram desde então. Esses achados 

contradizem com os achados de Thankam e colaboradores e não suportam a 

teoria de que as duas variantes em heterozigose estariam associadas ao 

quadro mais grave da DM.  

 

4.6 Variante intergênica rs4947296 

Recentemente, Frejo e colaboradores associaram a alteração rs4947296 

com a DM bilateral em um estudo funcional, onde as implicações fenotípicas 

dessa variante puderam ser elucidadas (FREJO et al., 2017).  

Em estudo funcional realizado por esse grupo, foi possível demonstrar 

que a variante rs4947296 regula a expressão gênica nas vias TWEAK/Fn14. A 

variante está localizada na região 6p21.33, que é um trans-expression 

quantitative locus (trans-eQTL) em células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs) e em linhagens de células linfoides (LCLs), e regula a tradução 

Nuclear factor kappa B (NF-κB) nas LCLs, que, por sua vez, regula as 

respostas imunes e inflamatórias no corpo. O experimento demonstrou que o 

TWEAK induz uma segregação significante das LCLs nos pacientes com a 

variante (FREJO et al., 2017). 

Diante disso, outro estudo realizado por Gallego-Matínez e 

colaboradores (2018) também estabeleceu relação entre a variante e a DM 

bilateral, e em pacientes com DM e doenças autoimunes.  

A alteração não foi encontrada em nenhum dos indivíduos estudados, 

sugerindo que nenhum deles possui uma etiologia autoimune da DM.  

 

4.7  Propostas 

Na tentativa de facilitar a identificação de alterações moleculares para 

um melhor prognóstico molecular da DM e, com isso, um tratamento 

personalizado, Gallego-Martinez e colaboradores (2018) sugeriu um possível 

algoritmo para a análise molecular dos pacientes (Figura 28).  
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Além do algoritmo citado, neste estudo também sugerimos outra forma 

de agilizar, melhorar e diminuir possíveis custos com o rastreio de variantes 

candidatas na DM.  

O Projeto Genomics England (https://www.genomicsengland.co.uk) 

desenhou painéis para o diagnóstico de várias doenças, incluindo a doença de 

Ménière Familial, que ainda está em estágio inicial de desenvolvimento 

(https://panelapp.genomicsengland.co.uk/panels/ 394/). Para a elaboração 

deste projeto são validadas as variações gênicas encontradas nos genes 

estudados de acordo com as possíveis fisiopatologias da doença, isto baseado 

nos estudos genéticos de sequenciamento de genes existentes na literatura 

internacional.  

O painel gênico com o objetivo de identificar marcadores genéticos para 

locação do paciente em um determinado grupo genotípico é um exemplo da 

aplicação futura da medicina personalizada para os pacientes com doença de 

Ménière. A identificação do seu subgrupo fenotípico pode determinar o seu 

tratamento específico em termos da melhor escolha da classe medicamentosa 

e posologia. A realização do painel genético também possibilitará o diagnóstico 

precoce de pacientes que apresentem quadro clínico incompleto. O tratamento 

específico e diagnóstico precoce contribuirão para o controle da evolução 

natural da doença, cujo objetivo principal é evitar a progressão da deterioração 

das funções labiríntica e auditiva nestes pacientes e minimizar o impacto na 

qualidade de vida do paciente. 

O painel proposto no Projeto Genomics Engalnd não inclui todos os 

genes triados neste estudo, e a maior parte dos genes propostos no projeto 

não foram aprovados. Diante disse, este estudo propõe a criação de um painel 

gênico que inclua os genes AQPs, KCNE1, KCNE3, DPT, SEMA3D, PRKCB e 

SLC44A2, e a variante intergênica rs4947296.  

 

 

 

 

https://www.genomicsengland.co.uk/
https://panelapp.genomicsengland.co.uk/panels/
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5.  CONCLUSÃO 

Dos 30 pacientes analisados, foram encontradas as variantes de 

interesse em 13: 

 No gene KCNE3 foi encontrada a variante rs2270676 em heterozigose 

em 6 pacientes sem histórico familiar, porém não há como estabelecer relação 

com a DM; 

 No gene SLC44A2, foi encontrada a variante rs3087969 em todos os 

pacientes e a variante rs2288904 em 24 pacientes: 

 Em sete deles, sem histórico familiar, foi detectada a associação de 

ambas as variantes em heterozigose; 

 Não foi possível corroborar a relação dessas duas variantes com a DM 

grave; 

 Não foram encontradas alterações associadas à DM nos genes DPT, 

SEMA3D e PRKCB; 

 Não foram encontradas alterações na variante intergênica rs4947296 

nos pacientes analisados; 

 Foram encontradas outras quatro variantes no gene DPT em todos os 

pacientes, mas não têm correlação com a DM; 

 O algoritmo de diagnóstico da DM e o painel gênico são um próximo 

passo em direção à medicina personalizada na DM. 
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7. ANEXOS 

7.1 Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da FCM/UNICAMP. 
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7.2 Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da FCM/UNICAMP 
do projeto anterior. 
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7.3 TCLE de Reconsentimento 
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