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RESUMO

Doenca de Méniere (DM) é um disturbio complexo do ouvido interno
caracterizado pela triade de episédios recorrentes de vertigem, zumbido e
plenitude aural, que se associam a uma perda auditiva progressiva. A DM é
uma das vestibulopatias mais frequentes, com prevaléncia de 46 a 200 casos
em cada 100 mil individuos. Ela varia em cada etnia e regido, tendo uma
prevaléncia conhecida em caucasianos, embora ndo hajam dados desta
prevaléncia no Brasil. Além disso, ndo existe diferenca de distribuicao entre os
sexos nos pacientes afetados pela DM. Embora a etiologia desta labirintopatia
ainda seja desconhecida, é provavel que seja resultado de uma interacao 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 Doenca
de Méniere, com a proposta de um possivel algoritmo para o diagndstico
molecular facilitado, visando a medicina personalizada. Para tanto, foram
investigados os genes DPT, SEMA3D, KCNE3, SLC44A2, PRKCB e a variante
intergénica rs4947296 pela técnica de Sequenciamento Automatico de Sanger.
Nao foi encontrada nenhuma variante relacionada a DM nos genes DPT,
SEMA3D, PRKCB ou na variante rs4947296. Entre as variantes observadas,
com possivel relacdo com a DM, no gene KCNES3, foi encontrada a variante
rs2270676 (c.198T>C) em cinco pacientes. Entretanto estudos in silico
realizados ainda sao contraditérios, indicando a necessidade de estudos
funcionais para elucidar as possiveis alteragcdes fenotipicas. No gene
SLC44A2 também foram encontradas as variantes rs3087969 (c.198T>C) e
rs2288904 (c.455A>G). Embora essas variantes sejam polimorficas, estudos ja
estabeleceram a relagcdo de ambas em heterozigose com casos graves de DM,
uma vez que, a expressao da proteina nesses casos € afetada. Entretanto,
analise de prontuérios sobre a evolugcdo da DM nos pacientes refutam que haja
qualquer associacado entre as variantes rs2288904 e rs3087969 e a forma
grave da doenca. Também n&o foi encontrado o alelo A/G da variante
intergénica rs4947296 no individuos. Estudos funcionais recentes sobre essa
variante demonstraram sua regulagcdo em diversos genes, incluindo as vias
TWEAK/Fn14, que controlam processos inflamatérios, 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
diagnostico molecular da DM com a finalidade de facilitar e melhorar o
processo de diagndstico, bem como a construcdo de uma painel génico que
inclua todas essas variantes a fim de melhorar, agilizar e reduzir custos na
triagem molecular da DM.

Palavras-chave: Doenca de Méniere; perda auditiva neurossensorial;
SLC44A2; rs4947296; medicina personalizada.



ABSTRACT

Méniére’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 Méniére’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 KCNES3 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: Méniere’'s Disease; sensorineural hearing loss; SLC44A2;
rs4947296; personalized medicine.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Perda Auditiva

O termo Perda Auditiva é considerado pela Organizacao Mundial da
Saude (OMS) para os casos onde ha o comprometimento total ou parcial da
capacidade auditiva no paciente; e a surdez € utilizada para descrever quadros
onde ha perda total da audicdo. Entretanto, em publicagdes relacionadas a
genética, o termo Perda Auditiva € o0 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
manifestacoes bastante varidveis. Sabendo-se que essa terminagdo pode nao
se aplicar a outros profissionais, como otorrinolaringologistas, por exemplo, e
para evitar quaisquer complicagbes no entendimento deste estudo, o termo
empregado em toda a dissertagdo sera ‘perda auditiva’.

A perda auditiva é o déficit sensorial mais frequente nos humanos. Esta
condicéo restringe a expressao oral, interfere na vida social e econdmica e
pode levar a alteragbes no desenvolvimento cognitivo e psicolégico do
individuo afetado. Segundo a OMS, cerca de 466 milhées de pessoas sao
afetadas no mundo, sendo 34 milhées de criancas. No Brasil, cerca de 80 a
90% das criangas com algum tipo de perda auditiva ndo completam o ensino
fundamental. (OMS, 2018; TOMBLIN et al., 2014)

Em paises 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 regiao estudada de 2 a 7
para cada 1000 nascimentos (OMS, 2018). Ainda segundo a OMS, a
frequéncia de pessoas acima de 15 anos com perda auditiva superior a 41 dB é

menor em paises desenvolvidos do que nos subdesenvolvidos (Grafico 1).
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Grafico 1. Frequéncia mundial de individuos afetados com perda auditiva
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

A PA pode ser classificada de diversas formas: o tipo (neurossensorial,
condutiva ou mista); a idade de inicio (pré-lingual ou pés-lingual); a lateralidade
(bilateral ou unilateral), a gravidade (leve, moderada, severa ou profunda); e a
etiologia (genética ou ambiental, e sindrdmica ou n&o-sindrbmica). Tais
classificacdes auxiliam os profissionais na determinacéo da causa, prognéstico,
conducao e linha de tratamento, bem como necessidade de testes genéticos,
por exemplo, uma vez que ha genes que predispde uma perda auditiva com
padrao ja conhecido — por exemplo, idade de inicio e gravidade. (ITO, 2010;
MARTINS 2017; ADAMOQOV, 2017).

De acordo com a localizagdo da regidao afetada, que impede a
propagacao das ondas sonoras, a PA pode ser condutiva, neurossensorial ou
mista. A condutiva ocorre devido a problemas na condugcdo do som (causada
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por problemas fisicos na orelha externa e/ou média); a neurossensorial
representa a perda por problemas na orelha interna que levam a um déficit na
transducao mecanica das ondas sonoras, bem como no envio dos impulsos
elétricos para o cérebro. J& a mista se da quando o individuo apresenta tanto
os problemas condutivos quanto neurossensoriais. (ITO, 2010; MARTINS 2017;
ADAMOQV, 2017).

A PA pré ou pos-lingual define a perda auditiva antes da aquisicao da
oralizagao ou apés, respectivamente. A classificacdo 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 atribuidos a fatores ambientais, como exposicao regular a sons de alta
intensidade, traumas acusticos, uso de drogas ototdxicas e infec¢bes virais. Ja
para os casos com etiologia genética (50-60%), os principais fatores incluem
alteracoes em diferentes genes e/ou elementos regulatérios que estao
envolvidos no desenvolvimento da estrutura e funcdo do aparelho auditivo.
Outro fator a ser levado em consideracao € a queda na propor¢ao de fatores
ambientais da PA com a melhora do sistema de saude, e dos avancos
cientificos 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
sdo predominantes (66% dos casos), seguidos por 19% de etiologia
desconhecida e 15% de herancga genética (PUPO et al., 2008).
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Tabela 1. Fatores ambientais e genéticos envolvidos na perda auditiva
(ADAMOQV, 2017)

Causas de perda auditiva

Infeccdo materna (rubéola, citomegalovirus, sifilis,
Pré-Natal toxoplasmose, herpes)

Uso de medicamentos ototdxicos durante a gestagéo
Irradiacdo durante a gestacdo

Pré-maturidade, Ictericia grave

Trauma de parto

Andxia

Terapia intensiva neonatal de mais de cinco dias
Meningites, Otites

Pas-Natal Sarampo, Caxumba

Exposic¢iio continua a ruidos ou sons muitos altos
Ventilagdo mecinica

Traumatismos cranianos

Autossomico dominante

Peri-Natal
Ambiental

Sindromico Autossoémico recessivo
Ligada ao X
Mitocondrial
Autossémico dominante
AutossOmico recessivo
Ligada ao X

Ligpadaao ¥
Mitocondrial

Genética

Nio-Sindromico

1.1.2 A genética da perda auditiva

Mais de 103 genes distribuidos em 150 Joci ja foram associados a
perdas auditivas de origem genética (VAN CAMP & SMITH, 2012). Dentre
esses genes, ha predominancia da relacdo entre as perdas auditivas com
alteragbes no gene GJBZ (GenBank 2706). Ele foi o primeiro gene a ser
relatado na perda auditiva neurossensorial ndo-sindrémica, presente em
aproximadamente 80% dos casos autossémicos recessivos (RABIONET et al.,
2000).

Ja foram descritas na literatura mais de 400 sindromes que possuem a
perda auditiva como sintoma (GIBSON, 2010). Essas sindromes compreendem
um conjunto vasto de doencas hereditarias no qual a perda auditiva pode estar
associada a diversos disturbios do sistema nervoso, enddcrino, cardiovascular,
musculoesquelético entre outros. Uma das condi¢des clinicas incluidas entre
0s quadros sindromico é a Doenca de Méniére (DM): um disturbio que ocorre
no ouvido interno caracterizado por sintomas de vertigem, perda auditiva

neurossensorial, zumbido e plenitude aural (GIBSON, 2010).



17

1.2A Doenca de Méniere

Em 1861, Prosper Méniere descreveu a classica triade de vertigem
episodica, perda de audigdo neurossensorial flutuante e zumbido. Atualmente,
a DM continua sendo um dos maiores enigmas da dindmica dos fluidos na
orelha interna. E amplo o campo de estudo sobre essa doenca, uma vez que
entender a doenga de Méniére é controlar a dinamica dos fluidos labirinticos
(ANDREWS, 2004).

A DM pode ocorrer em qualquer idade, sendo mais frequente em adultos
entre 30-50 anos e menos comum em criangas e adultos jovens. A incidéncia
varia dependendo da regido geografica e grupo étnico, contudo, parece ser
mais frequente em caucasianos (AGRAWAL, et al., 2013). Em 2010, o Instituto
Nacional de Surdez e Outros Disturbios de Comunicagao (NIDCD) estimou que
615.000 individuos nos Estados Unidos apresentavam a doenca de Méniére,
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 clinica (GANANGCA et al., 2002).

A causa da DM ainda € desconhecida, provavelmente resulte de uma
combinacado de fatores ambientais e genéticos (multifatorial). Alguns possiveis
fatores de risco que predispdem a doenca incluem infecgdes virais, trauma na
orelha interna, poluicdo sonora, alergias, respostas anormais do sistema
imunolégico, e enxaquecas (MERCHANT et al., 2005; MINOR et al., 2004;
PAPARELLA, 1984; VRABEC, 2010).

Embora a maioria dos casos seja esporadico, 0 que significa que eles
ocorrem em pessoas sem histérico da doenga na familia, casos onde se
observa heranca genética tém sido relatados, com uma prevaléncia entre 5 a
15% (VRABEC et al., 2010; MORRISON et al., 2009). Quando a doenca &
familiar, padroes de heranca autossémica dominante e recessivo ja foram
descritos (ARWEILER et al., 1995, MORRISON & JOHNSON, 2002).

Uma vez que se acredita que os sintomas de DM sédo causados por
hidropisia endolinfatica (HE) da orelha interna (SEMAAN et al., 2005), genes
envolvidos na regulacdo da homeostase tém sido considerados genes
candidatos associados a DM. Alguns destes genes estao envolvidos com o
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transporte de agua da orelha interna, e outros regulam a composicao ibnica da
endolinfa (VRABEC, 2010). Estudos tém focado principalmente nos genes
Aquaporin - AQP1-4 (MHATRE et al., 2002, CANDREIA et al., 2010), KCNE1 e
KCNE3 (DO 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) sao poros celulares, ou canais de &gua
responsaveis pelo movimento hidrico para dentro e para fora das células. Esse
processo regulatério exige uma quantidade minima de energia porque o fluxo
da agua segue o gradiente osmoético existente (Figura 1). Nos mamiferos
existem 12 AQPs identificadas, cada uma com diferente localizacdo tissular e
diferentes propriedades regulatérias e de permeabilidade (ECKHARD, 2012).

Entre as AQPs, principalmente as isoformas 1-5 tém sido associadas a
fisiopatologia da DM. A AQPZ2 tem despertado especial interesse com relagédo a
DM. Sua expressao na orelha interna tem sido investigada em varios estudos
com resultados contraditérios. Alguns autores relatam a presenca exclusiva da
AQP2 no saco endolinfatico (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 estdo em contato com a
endolinfa (MHATRE et al., 2002), com predominio nos giros médio e apical da
coclea (MERVES et al., 2000).
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Figura 1. Representacdo esquematica da orelha interna e seus 6érgaos
sensoriais com ilustracao da expressao dos subtipos de AQPs em cada tipo celular
(Modificado de ECKHARD et al., 2012). (A) Labirinto membranoso, (B) Macula, (C)
Ducto Coclear, (D) Orgéo de Corti, (E) Saco endolinfatico. (JENTSCH, 2000 Nature
Reviews/Neuroscience).

As evidéncias da biologia molecular conduzem para uma nova visao de
que a homeostase hidrica da orelha interna é regulada em parte via sistema
vasopressina- Aquaporina 2 (VP-AQP2) e que a hidropisia endolinfatica,
caracteristica morfolégica da DM, reflete a ma regulacédo deste sistema no
fluido da orelha interna. Essa suposicao é sustentada por evidéncias clinica e
experimentais: niveis plasmaticos da VP estdo elevados nos pacientes com DM
(TAKEDA et al.,1995; AOKI et al., 2005); aplicacdo aguda e crdnica de VP
produz hidropisia endolinfatica 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 provavel funcdo na regulacdo do volume de endolinfa por
“secrecao e reabsorgdo de agua” (HIRT et al, 2010). Neste papel, AQP5 e
AQP2 podem mediar o fluxo de agua bidirecionalmente entre a perilinfa e
endolinfa, que depende do gradiente de pressdo osmdtica e hidrostética entre
os dois compartimentos de fluido da orelha interna (NAKASHIMA et al., 2012,
ECKHARD et al., 2012). Portanto, disfungdes das AQP5 e AQP2 podem estar
potencialmente envolvidas em doencgas da orelha interna relacionadas com
alteracao da regulacao do volume da endolinfa como ocorre nos casos de DM.

Estudos de expressdo e fungdo apontam um claro envolvimento dos
genes das AQPs na homeostase da orelha interna (ISHIYAMA et al., 2006).
Contudo, apenas nos ultimos anos estudos associando variantes nestes genes
e DM tém sido realizados. Dessa forma, ainda ha poucas informacdes sobre a
real relevancia dessas alteracdes na etiologia da doenca.

Os canais de potassio sdo a maior e mais complexa familia de canais
ibnicos, representada por pelo menos 70 loci do genoma humano (GUTMAN et
al., 2005). Na orelha interna canais compostos por proteinas KCNE/KCNQ
estdo presentes na membrana celular apical das células marginais, na estria

vascular, onde desempenham a importante funcéo de assegurar a homeostasia

do K* (Figura 6). A perda da funcionalidade destes canais leva a uma redugéo
do potencial elétrico da endolinfa, 0 que pode causar perda auditiva
(JEFFREY et al,, 2010). Qualquer reducédo no gradiente de concentracdo de

K* leva a uma redugdo do potencial de endolinfa, e isto pode reduzir a
sensibilidade a estimulos 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 esquematico mostrando a via de reciclagem do K+t na
escala média da orelha interna e as localizagées dos genes envolvidos (JENTSCH,
2000 Nature Reviews/Neuroscience).

A familia do gene KCNE foi originalmente sugerida como candidata a
DM por Doi e colaboradores (2005), que reportaram uma representacao
aumentada do alelo A no SNP rs1805127, no gene KCNET1, 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) nao encontraram relacéo entre KCNE1 e DM,
mesmo o0 numero de pacientes com DM estudado tenha sido
consideravelmente grande (180). Por outro lado, Hietikko e colaboradores
(2012) realizaram um estudo que incluiu mutacdes ja reportadas em seis genes
candidatos a DM, sendo eles, AQP2, KCNE1, KCNE3, HCFC1, COCH e ADD1.
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Os individuos estudados eram finlandeses, com DM, sendo 38 casos
esporadicos e 21 casos com histéria familial. Em tal estudo apenas a variagao
rs1805127 no gene KCNET foi identificada, corroborando os achados de Doi e
col. (2005) e indicando, portanto, um possivel envolvimento dessa variagao
com DM.

Devido a dificuldade de se detectar alteracdes moleculares associadas a
DM, novos genes tém sido buscados na literatura na tentativa de se
estabelecer uma correlacao entre alteragcoes nestes genes e a DM.

1.2.1 Gene DPT

O gene DPT esta localizado na regiao 1g24.2 (GRCh38.p13) e contém 4
éxons, sendo apenas a parte inicial do quarto éxon codificante (MARTIN-
SIERRA et al, 2017; ENST00000367817.3). A proteina Dermatopontina,
codificada pelo gene DPT, € uma proteina da matriz extracelular que contém
201 aminoacidos, e interage com proteinas da superficie celular e com
proteoglicanos. Essa proteina é expressa em fibroblastos e interage com
colagenos tipos | e I, além de manter a homeostase vascular. Ela é encontrada
em varios tecidos e a maior parte das tirosinas € sulfatada. Estudos postulam
que a Dermatopontina também modifica o comportamento do TGF-beta pela
interacdo com a Decorina (MARTIN-SIERRA et al., 2017; KATO et al., 2011).

O gene DPT nao havia sido relacionado a DM até recentemente, quando
Martin-Sierra e colaboradores observaram uma variante nova em heterozigose
segregando juntamente com a DM em uma familia com expressividade variavel
da doenga. Tendo em vista os niveis de expressao consideraveis do gene DPT
nos tecidos cocleares e nos canais semicirculares humanos, alteragbes nas
proteinas poderiam levar a mudancas fenotipicas significativas (MARTIN-
SIERRA et al., 2017).

1.2.2 Gene SEMA3D

A proteina Semaphorina, codificada pelo gene SEMA3D, esta envolvida
na inibicdo da motilidade e migragdo das células endoteliais, regulando as

dindmicas no citoesqueleto e a adesao 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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posicdo 7g21.11 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 nao havia sido
relacionado a alteracées na audicdo até recentemente (2017), quando um
estudo de exoma realizado por Martin-Sierra e colaboradores encontrou uma
nova variante no éxon 15 deste gene segregando juntamente com o fendtipo
da DM em uma familia. Em tal estudo, o grupo sugere que essa variante

provavelmente produz uma alteragéo funcional na sequéncia da proteina.

1.2.3 Gene SLC44A2

E sabido que alteraces no gene SLC44A2 (locus 19p13.2;
GRCh38.p13) estdo 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
antigeno da familia das proteinas semelhantes as transportadoras de colina, o
CLT2 (atualmente chamado de SLC44A2), que € alvo de alguns anticorpos
relacionados a perdas auditivas autoimunes em humanos. A expressdo do
gene SLC44A2 é extremamente importante na manutengéo da homeostase do
ouvido interno (THANKAM et al., 2016).

Um estudo de 1999 realizado por Thankam e colaboradores demonstrou
que a ligacdo de anticorpo a proteina SLC44A2 das células de suporte do
ouvido interno pode atrapalhar a sobrevida das células ciliadas e,
consequentemente, a percepg¢ao do som (THANKAM et al., 1999).

Em 2016, Nair e colaboradores aventaram a possibilidade de que o gene
SLC44A2, o qual possui sitios polimérficos implicados em doencas humanas,
poderia conter alguma variante relacionada a DM. De fato, as variantes
rs3087969 (éxon 4) e rs2288904 (éxon 7) em heterozigose, mostraram uma
tendéncia a associacdao com a DM intratavel comparada com a forma menos

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



24

1.2.4 Gene PRKCB

O gene PRKCB, localizado no locus 16p12.2-p12.1, codifica uma
proteina quinase-serina-e-treonina-especifica que pode ser ativada por calcio e
diacilglicerol (MARTIN-SIERRA et al., 2016). Esta proteina esta envolvida em
diversas fungdes celulares, como indugdo de apoptose em células endoteliais,
por exemplo. Estudos em ratos sugerem que essa proteina modula funcdes
neuronais e se associa a comportamentos conflituosos de medo induzido apés
situacao 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 sao expressas no ouvido interno
humano (MARTIN-SIERRA et al., 2016). O estudo realizado por Martin-Sierra
(2016) demonstrou que células com esta variante apresentaram alteracdes
como: 1) nenhum contato com a membrana basilar; 2) uma posigéao diferente
no topo a na lateral da parede do tunel externo; 3) isolamento de corpos
celulares adjacentes; 4) uma superficie endolinfatica extensa; e 5) um
citoplasma escurecido (MARTIN-SIERRA, 2016).

1.2.5 Variante rs4947296

Varios estudos tém descrito associacbes da DM com doencas
autoimunes graves, como artrite reumatoide, lupus e psoriase. Baseado nos
resultados de estudos de protebmica realizados em pequenos grupos de
pacientes, a autoimunidade tem sido proposta como uma potencial causa da
DM, ainda que as evidéncias que suportem essa teoria sejam limitadas.

Contudo, ainda que o mecanismo de doencas autoimunes da orelha
interna ndo seja bem compreendido ainda, os sintomas vestibulares dessas
doencas também sao encontrados em pacientes com DM bilateral, e estes
pacientes apresentam niveis elevados de citocinas proinflamatérias, como
Interleucinas pré-inflamatérias (IL 1, 2, 6, 7) e Fatores de Necrose Tumoral
(TNF).

Além disso, alguns Fatores de Necrose Tumoral estdo envolvidos em
vias que modulam a inflamacdo em varias doencas autoimunes, como a
Esclerose Multipla, por exemplo. Um deles é o TNF indutor fraco de apoptose
(TWEAK): uma citocina que regula varias respostas celulares e € ativada
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através de seu receptor, Fn14, que por sua vez & altamente expresso nas
células epiteliais. Essa ligagao induz a ativagdo prolongada de uma das vias do
Fator Nuclear Kappa B - NF- k¥ B, que € extremamente importante na regulacao
das respostas imunes e inflamatérias.

Diante disto, Frejo e colaboradores (2017) tentaram identificar /oci de
suscetibilidade a doengas autoimunes usando /mmune genotyping array. Neste
estudo, o grupo identificou uma variante intergénica, rs4947296, através de
uma série de analises envolvendo bioinformatica, estudos funcionais e estudos
de expressao, concluiram que esta variante regula a expressdo de uma série
de genes, incluindo a via TWEK/Fn14-Fator Nuclear Kappa B — F- « B.

A variante rs4947296 encontrada numa regiao intrénica do cromossomo
6 € um Jocus quantitativo de expressao trans (através de produtos difusos de
outros genes), e regula a expressdo de muitos genes da via TWEK/Fn14 em
células mononucleares periféricas, levando a uma resposta inflamatéria
mediada por NF-kB na DM (LOPEZ-ESCAMEZ, 2018). Portanto, essa
alteragdo em especifico ja associada a DM bilateral poderia estabelecer uma
relagéo entre a DM e respostas autoimunes.

Com este trabalho espera-se contribuir com a caracterizagdo molecular
da DM e, considerando os beneficios clinicos que os resultados podem gerar,
contribuir para melhor prognaéstico, tratamento e aconselhamento genético.

Conhecendo a alta prevaléncia da hidropisia endolinfatica, sua vasta
sintomatologia, muitas vezes incapacitante, e o impacto da sua repercussao
clinica na qualidade de vida dos pacientes, estudos que almejem maiores
esclarecimentos sobre sua fisiopatologia sdo de extrema importancia, uma vez
gue aumentam o leque de possibilidades terapéuticas, contribuindo para a cura
e/ou controle dessa enfermidade.

Portanto, pesquisas voltadas para a sua etiologia beneficiara
grandemente o conhecimento genético e, certamente, permitira um melhor
entendimento da doenga e uma melhora nas estratégias terapéuticas para o

controle dos sintomas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Rastrear genes candidatos e suas variantes previamente associadas

em individuos diagnosticados clinicamente com Doenga de Méniére.

2.2Especificos

Investigar a regiao codificante dos genes KCNE3 e DPT;

Rastrear as variantes rs2288904 (SLC44A2), rs3087969 (SLC44A2),
rs1057519374 (SEMA3D), rs1131692056 (PRKCB);

Avaliar a patogenicidade das alteracées detectadas e sua relagéao
com o feno6tipo da DM.

Propor um algoritmo de diagnéstico da DM por meio do
rastreamento da variante intergénica rs4947296.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

A casuistica do presente estudo é composta por 30 individuos com idade
entre 25 e 70 anos com Doenca de Méniere (DM), esporadica ou familial,
diagnosticados de acordo com os critérios estabelecidos pelo Comité de
Audicao e Equilibrio da AAO-HNS (1995), em acompanhamento no ambulatério
de Otoneurologia da disciplina de Otologia e Otoneurologia da Universidade
Federal de Sdo 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 ja armazenadas em
biorrepositorio. As avaliagbes clinicas e moleculares ja realizadas nesta
amostra de pacientes estdo detalhadas a seguir. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas sob o parecer de numero 3.271.159
(Anexo 1).

Durante os atendimentos na UNIFESP, os individuos foram avaliados
clinicamente e realizaram exames otoneuroldégicos como: audiometria e
imitanciometria, documentacao do limiar psicoacustico da audi¢do; potencial
evocado auditivo de tronco encefalico (PEATE), eletrococleografia,
eletronistagmografia e potencial evocado miogénico vestibular (VEMP) para
avaliacdo objetiva da funcédo do sistema vestibular. Aqueles que obtiveram o
diagnostico clinico de DM foram selecionados para investigagao molecular da
doenca.

Todos os participantes receberam orientagbes sobre a triagem
laboratorial da DM e concordaram em patrticipar do estudo, assinando o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UNIFESP (parecer 451.626), e autorizaram a coleta e o
armazenamento de sua amostra bioldgica para estudos futuros.

Os individuos que apresentaram histérico de traumas, cirurgia otolégica

e doengas retrococleares; exames complementares inconclusivos; e (ou) que
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ndo concederam consentimento formal mediante assinatura do TCLE foram
excluidos deste projeto.

Apoés as coletas efetuadas no ambulatério de Otoneurologia/UNIFESP,
as amostras de sangue periférico dos individuos foram enviadas ao Laboratério
de Geneética Molecular Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética (CMBEG/UNICAMP), onde foram realizados a extracdo e o
armazenamento de DNA gendémico em biorrepositorio, estabelecido em projeto
anterior, aprovado pelo CEP/UNICAMP sob o parecer 895.704 (Anexo 2) e
responsabilidade da pesquisadora Dra. Edi Lucia Sartorato.

As andlises moleculares ja realizadas na amostra de pacientes foram as
triagens dos genes GJB2, GJB6 e MTRNRT1 para critério de exclusdo, e dos
genes da Aquaporina (APQ2, AQP3) e KCNET. Tais resultados encontram-se

descritos no projeto citado.
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Figura 4. Fluxograma com desenho do projeto anterior realizado pelo grupo.
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3.2 Caracterizacao da amostra

A casuistica deste estudo é composta por pacientes nao relacionados e
sem consanguinidade conhecida.

Dos 30 pacientes que compde este estudo, 19 sdo do sexo feminino e
11, do sexo masculino; ha predominancia da raca branca (67,7%); as idades
variam de 29 a 64 anos, com mediana de 52 anos e com 20% de coeficiente de
variagdo, caracterizando a amostra como simétrica e homogénea de acordo

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

# Pacientes
G |

Idade (anos)
s

20+

Figura 6. Analise descritiva da idade, em anos, nos pacientes com DM (Lopes,
2015).

A mediana é maior para o género feminino, assim como para a raca
branca. A variabilidade da idade é maior entre os homens e 0s pacientes de

raca ndo branca, conforme mostrado na figura 7 (Lopes, 2015).
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Figura 7. Variabilidade da idade em relacdao ao género nos pacientes com DM
(Lopes, 2015).
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Em relacdo ao tempo de doenca auto relatado pelos pacientes, a
mediana foi 5 anos, a média (desvio padrao) 7,6 (8,3) anos, variando de 0,5 a

40 anos, conforme ilustrado na Figura 8.
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Figura 8. Variabilidade do tempo da doenca nos pacientes com DM (Lopes,
2015).

De acordo com estudo prévio realizado por Lopes (2015), as
caracteristicas clinicas observadas nesta amostra sdo a prevaléncia do
acometimento unilateral (77,4%) em relacdo a bilateral, sendo os casos
esporadicos os mais encontrados entre os pacientes (80,6%). Os sintomas
mais prevalentes na crise inicial da doenca foram vertigem e zumbido, e a
enxaqueca foi tida como a comorbidade mais prevalente na amostra (Quadro
1). Alem disso, a mediana do tempo de doenca referido pelos pacientes foi de

cinco anos.

Quadro 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes com doenca de Méniere (Lopes,
2015).

Uni/ Histodria Sintomas Perda Enxaqueca Me:‘: ;?cliccl’ade
Bilateral | Familial Iniciais Auditiva* i .
(min-max)
Vertigem: 22 Estagio 1: 5
24/ Zumbido: 24 Estagio 2: 7 o 41,5 anos
7 6 Perda auditiva: 17 | Estagio 3: 15 13 (41,9%) (19 - 64)
Plenitude aural: 10 | Estagio 4: 4

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

E importante ressaltar que o grau de perda auditiva ndo esta diretamente
relacionado ao tempo de evolucdo da doenca nesta amostra estudada,
conforme mostrou Lopes (2015) na figura 9.
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Figura 9. Relacdo entre perda auditiva e tempo de evolugdo da doenga nos
pacientes com DM (Lopes, 2015).

3.3 Rastreio de genes e variantes

3.3.1 Padronizacao das Reacoes em Cadeia da Polimerase
(PCR) e amplificacao dos fragmentos

A andlise molecular deste estudo foi realizada no Laboratério de
Genética Molecular Humana do Centro de Biologia Molecular da Universidade
Estadual de Campinas (CBMEG/UNICAMP), com aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, sob o
parecer 3.271.159 (Anexo 1).

A amplificacdo dos éxons foi feita por meio da técnica PCR (Polymerase
Chain Reaction), com primers desenhados de acordo com as especificagoes

descritas na tabela 2.
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Tabela 2. Primers utilizados nas amplificacbes das sequéncias.

Gene Localizacao Banco de dados Primers 5’ > 3’ pb

, F-CTGCCATGT CCTTTCTCACT
DPT Exon 04 ENST00000367817.3 398
R - GCG CAC TGT ATATGT GGT GT

. F - TAG TAC TGC ATC TGC CAC TG
SEMA3D | Exon15 | ENST00000284136.10 197
R — ATG GGA GAA AAA GCA TAT CA

F-ATGATCTCTTCCTCCCTTTC

PRKCB Exon 03 | ENST00000303531.11 R GAC TGT GGA CAG AGA ARA GC 206

. F-GCTTCT ACCGAGTCT TCCC
KCNE3 Exon 03 ENST00000310128.8 447
R - GGA CAC TGAGAC CTGATGC

i F - AGG AGT GGC AGT GTC TCAGT
Exon 04 ENST00000335757.9 195
R - AGA TGG GGA ATG CCT AGA AT

SLC44A2
, F — GGC AGT GGC AGT GTA CTA GA
Exon 07 | ENST00000335757.9 206
R — CTG CAT GGA GCA GAG GAT
Ensembl F — ATT ACA GGT GTG AGC CAC TG

rs4947296 | intergénica 244

NC_000006.12 R-TTT TCC TTT CAG GTA TCT TGC

Para um volume de 25uL de reacao para os genes DPT, SEMA, PRKCB,
KCNE3 e SLC44A2, a padronizagao foi feita utilizando em torno de 50ng de
DNA gendmico, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), 5,0pmol de cada primer (foward e reverse), 2,5U da enzima
Taqg DNA polimerase em Tampao de PCR 10X (Tris-HCI 10mM pH 8,8), 25mM
de MgCI2, completando com agua até o volume final.

Para a reacdo com a variante intergénica rs4947296, a padronizacao da
reacdo foi feita com 500ng de DNA genbmico, 200uM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 5,0pmol de cada
primer (foward e reverse), 2,5U da enzima Tag DNA polimerase em Tampao de
PCR 10X ((NH4)2S0QO,), 25 mM de MgClI2, completando com agua até o volume
final de 10puL.

As amplificagbes foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 96-
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), sendo realizados 32 ciclos de
aquecimento a 95°C para a desnaturacao do DNA, seguido das temperaturas
de 52°C a 57°C para o anelamento dos primers, e entdo de 72°C para a
extensao das novas fitas. As condicées da PCR para cada par de primer estao
resumidas no anexo 4 deste trabalho. Os produtos de amplificagdo foram

visualizados em gel de agarose 1%, apds coloragdo com brometo de etidio.


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 Purificacao 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). Apés a purificagdo, a quantidade e a pureza das
amostras de DNA foram determinadas por densidade Oéptica em
espectrofotdmetro NanoDrop® ND-8000 (Thermo Scientific).

3.3.3 Reacao para sequenciamento

As reacOes de sequenciamento para todos os genes foram executadas
no sequenciador automético 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 reagdes foram
constituidas de 40-80ng de DNA, 2uL do Mix BigDye, 1uL de primer (5pmol),
completando com 4&gua deionizada para um volume final de 10uL. As
condi¢des de amplificacdo foram: 96 °C (1 min), seguido de 30 ciclos de 96 °C
(10 seq), 57 °C (5 seq), 72 °C (30 seq), finalizando a 72 °C (5 min).

3.3.4 Anadlise das sequéncias obtidas

As sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com as
sequéncias de referéncia dos genes, com o auxilio 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).

3.4Estudo in silico

Para melhor compreensdo das alteracées nas proteinas codificadas
pelos genes estudados, foram realizadas predigbes in silico das variantes
encontradas nos pacientes através de duas plataformas especificas para
variantes sinbnimas: 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
endereco eletronico <http://umd.be/HSF3/> e combina 12 diferentes algoritmos
para identificar e predizer o efeito de alteragcées nos sitios de reconhecimento
de splicing (“splicing motifs”), incluindo as regides doadoras e aceptoras de
splicing, o ponto de ramificagdo (“branch point”) e sequéncias auxiliares
conhecidas por ativarem ou reprimirem o splicing: sequéncias Exoénicas
Ativadoras de Splicing (Exonic Splicing Enhancers — ESE) e sequéncias
Exdnicas Silenciadoras de Splicing (Exonic Splicing Silencers — ESS). Esses
algoritmos sdo baseados em Position Weight Matrices (PWM), Maximum
Entropy Principle (MEP) ou Motif Comparison Method (MCM). Um limiar de
valor consensual e um limiar de pontuacdo da variante sao pré-estabelecido
para cada um deles baseado em dados da literatura.

Para as regides doadoras ou aceptoras de splicing, os valores
consensuais no PWM variam de 0 a 100 e no MEP, de -20 a +20; o limiar &
definido em 65 (PWM) e 3 (MEP). Isso significa que todo sinal com uma
pontuacdo acima do limiar é considerado um sitio de splicing (doador ou
aceptor). Quando uma mutagao 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 alteracdo quebra o sitio 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 alteracao cria um novo sitio 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 numero é
considerado um potencial branch point. Se o valor do alelo selvagem € acima
do limiar e o valor da variante é abaixo de -10%, € considerado que a mutagao
quebra o branch point.

Em relagdo 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 0 do alelo mutante é abaixo, é considerado que a mutacao quebra o


http://umd.be/HSF3/

35

ESE; e se o valor do alelo selvagem € abaixo do limiar e o do alelo mutante,
acima, entdo é considerado que a alteragdo cria um novo ESS. Com o
algoritmo MCM, se o sitio de reconhecimento de splicing que esta sendo
testado existe no banco de dados, € considerado como um potencial ESE ou
ESS, também. Se o sitio de reconhecimento de splicing do alelo selvagem esta
presente no banco de dados, e o do alelo mutante, ausente, entdao é
considerado que a mutacdo quebra o ESE; ja se o do alelo selvagem esta
ausente no banco de dados, e o do alelo mutante esta presente, é considerado
gue a mutagao cria um novo ESS.

Finalmente, quando h&d a combinagdo de ambos ESEs e ESSs, o
processo permanece o0 mesmo: se o sitio de reconhecimento testado existe no
banco de dados, é considerado como potencial ESE ou ESS. Se o do alelo
selvagem esta presente no banco de dados e o do alelo mutante esta ausente,
€ considerado que a mutacao quebra o ESE; e se o do alelo selvagem esta
ausente no banco de dados, e o do alelo mutante esta presente, é considerado
gque a mutacdo 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.

Sinal Predito Alaoritmo de Predicao Posicdo no cDNA Interoretacédo

TTGAT TAGACAN

Ativacao de um sitio aceptor exoénico

Novo sitio 1 - HSF Matrices S— critico, com presenca de um ou mais
aceptor : - branch points.
s w15 o2 B W Potencial alteracéo de splicing.
1 - Fas-ESS hexamers i "‘ s
Novo sitio 2 Criacao de um sitio ESS.
ESS ; Potencial alteracao de splicing.

2 - HSF Matrices - hnANP A1 =

1 - ESR Sequences from Goren et al i B -
Sitio ESE s ] Alteracao de um sitio ESE.
quebrado i Potencial alteracéo de

2 - ElEs from Zhang et al r 3 T T T ¥ splicing.

Figura 7. Tabela explicativa de como interpretar os dados obtidos na predicdo
in silico usando o HSF. (Modificado de <http://umd.be/HSF3/technicaltips.html>)

3.4.2 SpliceAid 2

Esta ferramenta procura os sitios de reconhecimento de splicing exatos
em um banco de dados de sequéncias de RNA-alvo estritamente avaliados

experimentalmente. Com isso, ela é util para predizer o efeito de mutacées no


http://umd.be/HSF3/technicaltips.html
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DNA ao nivel de sequéncias-alvo de proteinas de ligagdo a RNA que
determinam o padrdo do splicing no mRNA. Nesta versdo da plataforma,
existem dados expressivos relacionados aos splicing retirados dos principais
banco de dados de protedmica e transcritoma, de sitios de splicing 5' e 3', e
sequéncias de branch point. Além disso, reune 2,220 sitios-alvo de 62
proteinas humanas de splicing (que englobam tanto as proteinas das familias
SR - ativadoras de splicing — quanto as da familia hnRNP — repressoras de
splicing) e seus dados de expressao em 320 tecidos. Com isso, ele prevé os
padroes de alteracao de splicing, auxilia na identificacdo do efeito molecular
das mutacdes e a entender splicings alternativos de tecido-especifico.

Assim como no HSF, a imagem gerada pelo SpliceAid2 a partir das
informagdes inseridas também possuem um limiar, mas ndo trabalha com
numeros. Ao invés disso, ele mostra as proteinas envolvidas no splicing na
regido determinada. E importante fazer a comparagdo entre a sequéncia
normal e a sequéncia mutante, para melhor visualizacao das alteracdes. As
proteinas mostradas acima do limiar sdo ESEs, enquanto as mostradas abaixo
sdo 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 DISCUSSAO

Neste trabalho, 30 pacientes com hipo6tese diagnéstica da (DM) foram
estudados. Varios genes e variantes foram rastreadas na tentativa da
associagao com a doencga. 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 cientifica. Apesar da heterogeneidade
clinica da DM, algumas variantes tém sido apontadas como relacionadas a DM,
ou a sua suscetibilidade.

Como € possivel observar na tabela, apenas seis pacientes relataram
historico familiar de DM. Contudo, nao é possivel inferir nenhuma correlagao
entre os achados do estudo com a hereditariedade da DM. Além disso, nao foi
possivel contatar nenhum dos familiares para possivel triagem neste momento.

Ao estudar o questionario de recrutamento de todos os pacientes, foi
percebido que todos eles relataram periodos de grande estresse previamente
ao inicio do aparecimento dos sintomas da DM. Esse fato sugere que fatores
epigenéticos podem estar correlacionados a doenca e, principalmente, ao
aparecimento dos sintomas. Contudo, isso ndo havia sido relatado na literatura
ainda; portanto, mais estudos sdo necessarios a fim de corroborar e detalhar o
quanto de influéncia fatores epigenéticos podem ter na DM.
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Tabela 3. Resultados dos rastreamentos realizados até o momento.

Paciente DPT SEMA | PRKCB| KCNE3 sgg:,:z 32)5)4:’:2 rs4947296

rs12060879

1 rs78760104 - -
rs114910915

2 rs78760104 | - : : rs3087969 | rs2288904 :

3 rs78760104 - - -

4 512000879 | . . - rs3087969 | rs2288904 .
rs78760104

5 1578760104 | - : rs3087969 : -

6 rs78760104 | - - rs3087969 - -

7 rs78760104 | - : : rs3087969 | rs2288904 :

8 rs78760104 - - rs3087969 | rs2288904

9 rs78760104 | - - rs3087969 | rs2288904

10 | rs78760104 | - - rs3087969 | rs2288904 :

11 rs78760104 | - 1s2270676 | rs3087969 | rs2288904

12 | rs78760104 | - - rs3087969 | rs2288904

13 | (512060879 | (s2270676 | rs3087969 | rs2288904
rs78760104

14 | rs78760104 | - - rs3087969 | rs2288904 :

15 : : : rs3087969 | rs2288904 :

16 | rs78760104 | - i rs3087969 | rs2288904

17 rs78760104 - rs2270676 | rs3087969 | rs2288904

18 | rs78760104 | - - rs3087969 | rs2288904

19 rs78760104 - rs2270676 | rs3087969 rs2288904

20 | rs78760104 | - 1s2270676 | rs3087969 | rs2288904 -

o1 (578760104 | - - rs3087969 | rs2288904 -

22 | rs78760104 | - - rs3087969 | rs2288904 -

23 : : : rs3087969 | rs2288904 :

24 | rs78760104 | - : rs3087969 | rs2288904
rs12060879

25 | rs78760104 | - - - rs3087969 | rs2288904
rs58987681

26 | rs78760104 | - - rs3087969 - :

27 : : (52270676 | rs3087969 | rs2288904 :

28 | rs78760104 | - - rs3087969 | rs2288904

29 i : : rs3087969 | rs2288904 :

0 [ [S78760104 1 - rs3087969 - -
rs58987681

Legenda: Pacientes em negrito possuem Historico Familiar de DM.
*Campos preenchidos com (-) indicam que o paciente ndo possui alteragoes.
**Campos em branco indicam que o rastreamento ainda n&o foi realizado.
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Foram rastreados 30 pacientes para alteracbes 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 exénica.

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

Paciente Alteracao Genotipo Significado Predicao Referéncia
A Alteracgao de Ensembl
S | or |l SRS | sk
' intrénico HSF 3.1
1 (cr*337987*64c())1ir?:A) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl
rs((1: 1*?;?::.2%1)5 T/C 3 prime UTR variant - Ensembl
2 (cr*537987*€1%1ir?gA) -/A 3 prime UTR variant - Ensembl
rs78760104 3 prime UTR
3 (c.*39_*40insA) A/A variant ) Ensembl
- Alteracéo de Ensembl
2?:15235851? crr VariaEri(tcénsI?r?é;ima Sitio ESS SpliceAid2
4 ' intrbnico HSF 3.1
(cr§g§7*a%1ir?:A) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl
5 (crfgé;?*i%}r?:A) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl
rs78760104 3 prime UTR
6 (c.*39_*40insA) /A variant ) Ensembl
7 (cr*337987*?1%1ir?:A) -/A 3 prime UTR variant - Ensembl
rs78760104 3 prime UTR
B (c.*39_*40insA) /A variant ) Ensembl
rs78760104 3 prime UTR
9 (c.*39_*40insA) A/A variant ) Ensembl
10 (Cr§;§7*i%1ir?:A) JA | 3 prime UTR variant : Ensembl
11 (cr*SC’>7987*?1%1ir?§A) JA | 3 prime UTR variant Ensembl
rs78760104 3 prime UTR
12 (c.*39_*40insA) /A variant ) Ensembl
- Alteracao de Ensembl
rs12060879 Exénica / o Y
(c.582C>T) cr Variante sinénima Sitio ESS SpliceAid2
13 intrénico HSF 3.1
rs78760104 A/A 3 prime UTR variant - Ensembl

(c.*39_*40insA)
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14 (crfggj*i%1r?:A) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl
15 - - - - -
16 (crfggj*aél%1|r?:A) -/A 3 prime UTR variant - Ensembl
17 (crf?zgj*i%1|r?:A) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl
18 (crfggj*i%1|r?:A) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl
19 (crfggj*a%h?:A) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl
20 (cr*s??gz*i%h?:A) -/A 3 prime UTR variant - Ensembl
21 (C_rfggjg%}r?;) A/A | 3 prime UTR variant : Ensembl
22 (Crfgggja%1”?:A) -IA 3 prime UTR variant - Ensembl
23 - - - - -
24 (C_rfggja%}r?:A) A/A | 3 prime UTR variant : Ensembl
- Alteracao de Ensembl
@580s0) | T | Varianio inénima | SHOESS | SplceAidz
25 (cr§3798_7*3%1n?§;\) A/A 3 prime UTR variant - Ensembl
{g??g?éef% C/T 3 prime UTR variant - Ensembl
26 (C_rfgg;a%}r?:“ JA | 3 prime UTR variant : Ensembl
27 - - - - -
ZE cffe?gsf*i%hﬁ’;‘;\) JA | 3 prime UTR variant : Ensembl
29 - - - - --
2 (c.'%@flg?r?ﬁm 1A : pi;rﬂirﬂm - Ensembl
e | O | et : Ensembl

Legenda: Pacientes em negrito possuem Histdrico 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

trés irmas com DM que possuiam histérico de doenca autoimune, e em dois

outros individuos com fendtipo incompleto da doenga por Martin-Sierra em

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

do aminoacido Arginina por uma Cisteina na posicdo 182 da proteina. Essa


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

A variante exdnica rs12060879 encontrada em quatro pacientes € uma
alteracdo sindénima (p.Tyr194=), nao havendo, portando, alteracdo na
sequéncia de aminodcidos da proteina. Contudo, o estudo in silico realizado
pelas plataformas SpliceAid2 e HSF demonstrou que esta alteragao exclui um
Sitio Exénico Silenciador de Splicing (ESS), criando um novo sitio de splicing
intrbnico que provavelmente ndo tem impacto na proteina (Figuras 8 e 9).
Entretanto, ainda ndo existem estudos funcionais na literatura sobre a variante.
Essa variante foi encontrada em pacientes sem historico familiar de sintomas

da DM.

a.....

u & ¢ ¢ e & A U & A e U & A A u A U & &

Figura 8. Imagem do resultado das predicdes in silico realizadas pela
plataforma SpliceAid2 para a variante rs12060879. a) Resultado da predicdo como
alelo selvagem; b) Resultado da predicdo com a variante, mostrando a perda do sitio
ESS.
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~ Exonic Spiicing Reguiatory Sequences from Goren et al

‘ Sequence Position ‘ cDNA Position | Reference motif ‘ Mutant motif ‘ Variation ‘
| 42 | +42 [ | tatgac | Mew Site |

~ interpreted Data

This table shows only relevant results related to the mutation position and context.
The mutation occurs in the deep intronic positions, the following table show results of splicing and auxiliary sites that could be created by the mutation

Predicted signal Prediction algerithm cDNA Position Interpretation

1- EIEs from Zhang et al e

1

New ESE Site 2-ER e e Emen i _21 Creation of an intronic ESE site

N 3 - ESE-Finder - SRp40 — Probably no impact on splicing
d

L S N S S —— |
35 40 42 44 45 43 50 S52

4 - RESCUE ESE Hexamers

Figura 9. Imagem do resultado da predigéao in silico realizada pela plataforma
HSF para a variante rs12060879 mostrando que provavelmente ndo ha impacto na
regido de splicing.

As demais variantes encontradas nos pacientes na triagem para o gene
DPT sao intronicas, na regiao 3° UTR, e ndo possuem qualquer relagdo com a

Doenca de Méniére.

4.2 Gene SEMA3D

Nenhuma alteragé@o foi encontrada no éxon 15 deste gene em nenhum
dos 30 pacientes triados, embora estudos realizados por Martin-Sierra e
colaboradores (2017) tenham descrito e mostrado a variante rs1057519374
segregando juntamente com a DM em trés individuos em uma familia com
expressividade variavel da doenga.

Com as modelagens da proteina e estudos funcionais, puderam
constatar que esta é uma variante missense rara, porém nao ha descricdo da
frequéncia na populacado nos bancos de dados. A troca do aminoacido Prolina
por uma Serina na posicdo 580 da proteina possivelmente causa uma
alteragao estrutural (MARTIN-SIERRA et al., 2017).

4.3 Gene PRKCB

Quatro pacientes foram triados para o gene PRKCB, porém nenhuma
alteracao foi encontrada.

Recentemente, Martin-Sierra e colaboradores (2016) encontraram uma
variante até entdo nao descrita no gene PRKCB ao realizar o Whole Exome
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Sequencing de uma familia espanhola. Eles observaram a presenca da
variante em trés individuos que possuiam a DM.

Por meio da técnica de Real Time gPCR, a qual foi utilizada para
analisar a expressao génica com o alelo selvagem e com o alelo alterado, eles
demonstraram que a presencga da variante diminuia a expressdo do gene nas
células da céclea e do vestibulo (MARTIN-SIERRA, 2016).

A variante foi descrita como Missense, com alteragao da estrutura da
proteina, e ndo foi encontrada em nenhum outro individuo em nenhum banco
de dados de nenhuma populacdo que o grupo pesquisou (MARTIN-SIERRA,
2016).

4.4 Gene KCNE3

Trinta pacientes foram triados para a regido codificante do gene KCNES.
Em seis pacientes (20%) sem histérico familiar da DM foi encontrada a variante
de interesse rs2270676 (c.198T>C) em heterozigose (Figura 10). Todos os
resultados estao resumidos na tabela 5.

[ [] L] - - - [ [
T 1 A G [> T G T

, m uf ‘ LAl

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

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

Paciente| Alteracao |Genotipo Significado Predicoes Referéncia
1 Normal T/T
2 Normal T/T
3 Normal TT - -
4 Normal /T
5 Normal /T
6 Normal TT - -
7 Normal T/T
8 Normal TT - -
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Normal TT - )
10 Normal /T -
Eqsem_bl
1 (rs.ﬁ%g%ig TC | Varianto Snonima | Inconclusivas MUTE:%SF:QE;
SIFT
12 Normal TT - )
Enlsem.bl
o || o | B | moncusas | Tirar
SIFT
14 Normal T/T -
15 Normal /T -
16 Normal T/T -
Enlsem'bl
N R I R
SIFT
18 Normal T/T 3
Ensembl
o | S| o | B | ooncusias | TiFar
SIFT
Eqsem_bl
R
SIFT
21 - - )
22 Normal T -
23 Normal T/T -
24 Normal T/T 3
25 Normal T/T ;
26 Normal T/T -
Enlsem.bl
O A O T
SIFT
28 Normal T/T 3
29 Normal /T )
30 Normal TT - )

Legenda: Pacientes em negrito possuem Historico Familiar de DM.

A variante rs2270676 (c.198T>C) € um polimorfismo (MAF: 0.14) que
nao altera a sequéncia de aminoacidos da cadeia polipeptidica. Estudos sobre
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essa variante tém sido realizados na tentativa de associa-la @ DM, uma vez que
0 gene em que ela se encontra tem uma expressdo dominante no saco
endolinfatico, e os canais KCNE3 sao expressos intensamente no epitélio da
porcao distal (DOI et al., 2005).

Contudo, os estudos tém se mostrado contraditérios: enquanto DOI e
colaboradores (2005) estabeleceu uma associacdo entre esta variante e a DM
esporadica em um estudo de populacédo japonesa com pacientes controles e
diagnosticados com a DM, Campbell e colaboradores (2010) ndo obtiveram
sucesso na replicacdo dos dados no estudo com caucasianos, pois as
frequéncias encontradas no grupo controle foram significativas, e refutava a
associacdo com a DM. Neste estudo, Campbell chegou a conclusao que a
populacao controle de Doi ndo era fidedigna de representar a populacao geral,
pois este ndo indicou a origem da casuistica, nem se eram geneticamente
compativeis, e ja foi reportado que dependendo da regido japonesa, uma
subestrutura populacional pode existir e levar a associacbes falsas
(CAMPBELL et al., 2010).

Estudos in silico desta variante realizados por trés plataformas
diferentes também mostram resultados contraditérios. A predicdo pela
plataforma SpliceAid2 mostrou que a alteragao leva a perda de um sitio ESE e
um ESS (Figura 11), enquanto a plataforma HSF indica que ha apenas a
criacdo de um sitio ESSE intrénico, sem provavel impacto no splicing (Figura
12).
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Figura 11. Imagem do resultado das predi¢cdes in silico realizadas pela
plataforma SpliceAid2 para a variante rs2270676. a) Resultado da predigdo com o
alelo selvagem; b) Resultado da predicdo com a variante, mostrando a perda dos
sitios ESS e ESE.

~ Inlerpreted Data

This table shows only relevant results related to the mutation position and context
The mutation occurs in the deep intronic positions, the following table show results of splicing and auxiliary sites that could be created by the mutation

Predicted signal Prediction algorithm cDNA Position Interpretation

1 - ESE-Finder - SC35 ‘“g“":”"‘”?“

- Creation of an intronic ESE site.
RowlESESR 5 Probably no impact on splicing

2 - EIEs from Zhang et al

T T T T T T T 1
182 194 196 198 200 202 204 208 204

Figura 12. Imagem do resultado da predicao in silico realizada pela plataforma
HSF para a variante rs2270676, mostrando que ha a criagdo de um sitio ESE
intrénico, que provavelmente nao tem impacto no splicing.

Em contrapartida com esta ultima analise, a predicao realizada pela
plataforma Mutation Taster indica que ha alteracao no sitio de splicing e que a
estrutura da proteina pode ser afetada (Figura 13). Numa quarta predigao in
silico, realizada pela plataforma SIFT, é informado que a alteragdo é tolerada

(ndo patogénica), com uma pontuacao de 0,93 (Figura 14).
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M UT{” documentation

i‘ | mutation t(sting

-

prcba‘bility_ sho a a ) ‘@@:

Summary — I hyperink
s = homozygous in TGP or EXAC N
Ny « protein features (might be) affected /)

= splice site changes —

Figura 13. Imagem do resultado da predicao in silico realizada pela plataforma
Mutation Taster para a variante rs2270676, mostrando ha alteragao do sitio de splicing
e que as caracteristicas da proteina podem ser afetadas.

@ https://sift.bii.a-star.edu.sg/sift-bin/catfile.csh?/usr/local fwebwwwy/sift /tmp//3f7f072 184_sequences.siftresults.predictions+Predictions+PRE

Predictions

Substitution at pos 66 from F to F is predicted to be TOLERATED with a score of @.93.
Median sequence conservation: 4.32
Sequences represented at this position:3

Figura 14. Imagem do resultado da predicao in silico realizada pela plataforma
SIFT para a variante rs2270676.

Com isso, estabelecer qualquer relacao da variante rs2270676 com a
DM ainda requer mais estudos, principalmente funcionais, para melhor
entendimento das possiveis altera¢des estruturais causadas na proteina e seus
resultados fenotipicos.

4.5 Gene SLC44A2

Os éxons 4 e 7 do gene SLC44A2 foram rastreados para andlise das
variantes rs3087969 e rs2288904, ja previamente relacionadas ao fenétipo de
DM. Foram rastreados 28 pacientes, dentre os quais todos apresentaram a
variante rs3087969 (Tabela 6) e apenas quatro ndo 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 nao altera a sequéncia de aminoacidos da
proteina. Da casuistica estudada, 17 pacientes (60,7%) sado homozigotos
(Figura 15) para esta alteragéo 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 Alteracao Gendtipo | Significado Clinico | Predicoes
2 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sindnima | Inconclusivas
4 rs3087969 (c.198T>C) T Variante Sinébnima | Inconclusivas
5 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinbnima | Inconclusivas
6 rs3087969 (¢.198T>C) T/C Variante Sin6nima | Inconclusivas
7 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sindnima | Inconclusivas
8 rs3087969 (¢.198T>C) T/C Variante Sin6nima | Inconclusivas
9 rs3087969 (¢.198T>C) TT Variante Sin6nima | Inconclusivas
10 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinbnima | Inconclusivas
11 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinbnima | Inconclusivas
12 rs3087969 (c.198T>C) TT Variante Sin6nima | Inconclusivas
13 rs3087969 (c.198T>C) T Variante Sinbnima | Inconclusivas
14 rs3087969 (c.198T>C) T Variante Sinbnima | Inconclusivas
15 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinbnima | Inconclusivas
16 rs3087969 (c.198T>C) T Variante Sinébnima | Inconclusivas
17 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sindnima | Inconclusivas
18 rs3087969 (c.198T>C) T Variante Sinbnima | Inconclusivas
19 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sinbnima | Inconclusivas
20 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sindnima | Inconclusivas
21 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sindnima | Inconclusivas
22 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sindnima | Inconclusivas
23 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sinbnima | Inconclusivas
24 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sindnima | Inconclusivas
25 rs3087969 (c.198T>C) /T Variante Sindnima | Inconclusivas
26 rs3087969 (c.198T>C) T/C Variante Sindnima | Inconclusivas
27 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sindnima | Inconclusivas
28 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sindnima | Inconclusivas
29 rs3087969 (c.198T>C) T/T Variante Sindnima | Inconclusivas
30 rs3087969 (¢.198T>C) T/C Variante Sin6nima | Inconclusivas

Legenda: Pacientes em negrito possuem Historico Familiar de DM.

Foram realizadas anadlises de predicao in silico em quatro plataformas a

fim de se estabelecer uma assertiva patogenicidade fenotipica da alteracao.

Contudo, houve discrepancias nos resultados.

Enquanto na plataforma SpliceAid2 foi obtido um resultado onde ha a

perda de um sitio ESS e de um sitio ESE (Figura 17), o HSF mostrou que ha

um potencial sitio de splicing, com criagdo de um sitio ESS intrénico e potencial
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branch point (Figura 18); porém ndo indicou alteragdes relevantes para a
funcao da proteina.

sE1
2 c c c < ES < u [ EY c 2 G c c [ ¢ e s
) “p obp sop op 1200 T42p Totp 1abp
2 c c c c a c u [ B u 2 e c c

Figura 17. Imagem do resultado das predi¢des in silico realizadas pela plataforma

SpliceAid2 para a variante rs3087969. a) Resultado da predicao com o alelo selvagem;
b) Resultado da predicdo com a variante, mostrando a perda dos sitios ESS e ESE.

Potential splice sites Potential Branch Points Silencer motifs ‘Other motifs

~ HSF Malrices
e . 2 A a 3 - . If cryptic site use, Variation
Sequence Position cDNA Position Splice site type Motif MNew splice site Wild Type | Mutant exon length variation (%)
5 +5 Acceptor ccccactgacagec ccccactgatagCC 82.56 74.88 MA -9.3
Potential splice sites | Potential Branch Points | Silencer motifs Other motifs
~ Branch Points calculation is performed using 3 new algorithm.
Sequence Position cDNA Position Branch Point motif CViforielerencelsequence CVjoymuiontisequence Variation
(0-100) {0-100)
8 +8 cactghc 882 8643 -4.41 %
Potential splice sites Potential Branch Points Silencer motifs ‘Other motifs
~ Siencer molils from Siconi et al
Threshold values:
Motif 1: 60 Motif 2: 60 Motif 3: 60
Variation expresses the difference between reference and mutant values. Wild Type value is taken as reference
Sequence Position | cDNA Position | Sironi Motif Reference | Reference silencer (value 0-100) Sironi Mutant motif Mutant silencer (value 0-100) | Variation
1" +11 Motif 2 - [T/G]G[T/R]GGGG tgatagc (62.22)

Figura 18. Imagem do resultado da predicao in silico realizada pela plataforma
HSF para a variante rs3087969, mostrando que ha a criacdo de um sitio ESS
intrébnico, um potencial sitio de splicing e um potencial branch point.
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Contudo, as predicbes realizadas pelas plataformas Mutation Taster e
SIFT (Figuras 19 e 20) indicaram que com a variante rs3087969 ha possivel
alteracao da proteina, e que ha mudanca no sitio de splicing.

Muta documentation

;? i mutation tsting

B
.

probability is shown (explain}

Summary bypedink

~+ homozygous in TGP OrEXAC
( = protein features (might be) affected )
S - splice site changes -

Figura 19. Imagem do resultado da predicao in silico realizada pela plataforma
Mutation Taster para a variante rs3087969, mostrando ha alteragéo do sitio de splicing
e que as caracteristicas da proteina podem ser afetadas.

8 https://sift.bii.a-star.edu.sg/sift-bin/catfile.csh?/usr/local fweb/www/sift/tmp//cfe2befcfd_sequences.siftresults.predictions+Predictions+PRE

Predictions

Substitution at pos 66 from P to D is predicted to AFFECT PROTEIM FUMCTION with a score of @.89.
Median sequence conservation: 3.04
Sequences represented at this position:19

Figura 20. Imagem do resultado da predicao in silico realizada pela plataforma
SIFT para a variante rs3087969, indicando que ha alteracao na fungéo da proteina.

Nenhuma outra variante foi encontrada no éxon 04 deste gene.

A variante polimoérfica (MAF: 0.37) rs2288904 (c.455A>@G) encontrada no
éexon 07 do gene SLC44A2 é uma alteracao missense que leva a troca de uma
Arginina por uma Glutamina na posicao 154 da proteina. Dos pacientes triados,
17 (60,7%) apresentaram a alteracdo em homozigose, sete (25%) sé&o
heterozigotos e quatro (14,3%) ndo apresentaram nenhuma alteracdo neste
exon. 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 Alteracao Genotipo | Significado Clinico Predicao

2 rs2288904 (c.455A>G) AG 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>Q) A/G Variante missense Inconclusivas
9 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas
10 rs2288904 (c.455A>Q) 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>QG) G/G Variante missense Inconclusivas
14 rs2288904 (c.455A>G) G/G Variante missense Inconclusivas
15 rs2288904 (c.455A>Q) A/G Variante missense Inconclusivas
16 rs2288904 (c.455A>QG) G/G Variante missense Inconclusivas
17 rs2288904 (c.455A>Q) G/G Variante missense Inconclusivas
18 rs2288904 (c.455A>QG) 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) AG Variante missense Inconclusivas
22 rs2288904 (c.455A>Q) G/G Variante missense Inconclusivas
23 rs2288904 (c.455A>G) AG 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>Q) G/G Variante missense Inconclusivas
30 - - - -

Legenda: Pacientes em negrito possuem Historico Familiar de DM.
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As predigbes in silico realizadas neste estudo foram inconclusivas. De
acordo com o SpliceAid2, ha a criagao de um sitio ESE na proteina (Figura 23).
Ja o HSF mostrou que ha um potencial sitio de splicing, com criacdo de um
sitio ESS intrénico e possivel quebra de um branch point, com outros pontos de
quebra de splicing motifs (Figura 24). A ferramenta ndo indicou alteracbes

relevantes para a funcao da proteina.

Figura 23. Imagem do resultado das predi¢des in silico realizadas pela plataforma
SpliceAid2 para a variante rs2288904. a) Resultado da predicdo com o alelo selvagem;
b) Resultado da predicdo com a variante, mostrando a criacdo de um sitio ESE.
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Potential splice sites Potential Branch Points Silencer motifs Other motifs

Potential splice sites Potential Branch Points

~ HSF Matrices
.. .. 1 . m - 5 - If cryptic site use, Variation
Sequence Position cDNA Position | Splice site type Motif New splice site Wild Type | Mutant exon length variation (%)
6 +6 Acceptor aggtgcttcaagat aggtgsttogaghT 742 73.29 NA -1.23
Enhancer motifs Silencer motifs Other motifs

~ Branch Points calculation is performed using 3 new aigorithm.

Sequence Position

cDNA Position

Branch Point motif

CV for reference sequence

(0-100)

CV for mutant sequence

rrrrrrr

67.91

(0-100) Variation
3828

Potential splice sites Potential Branch Points Silencer motifs Other motifs

- Silencer Motifs from Sironi et al.

Threshold values:
Motif 1: 60 Motif

2:60 Motif 3: 60
Variation expresses the difference between reference and mutant values. Wild Type value is taken as reference

Sequence Position | cONA Position | Sironi Motif Reference | Reference silencer (value 0-100) | Sironi Mutant motif | Mutant silencer (value 0-100) | Variation
i T ctegagat (62.01) Mew site

12 +12 Motif 1 - T ttcgagat (62.01) 368

Motif 1 - caagatgg (73.55) Motif 1 - cgagatgyg (71.75) -2.44 %

Potential splice sites Potential Branch Points Silencer motifs Other motifs

~ Exonic Spiicing Reguiatory Sequences from Goren et al

Sequence Position

cDNA Position

Reference motif

12

+12

ttcaag

14

+14

caagat

Mutant motif Variation

Figura 24. Imagem do resultado da predicao in silico realizada pela plataforma
HSF para a variante rs2288904, mostrando que ha a criacdo de um sitio ESS
intrénico, um potencial sitio de splicing, uma possivel quebra de um branch point, e
possiveis quebras de outros splicing motifs.

As predicOes realizadas pela plataforma Mutation Taster indicam que ha
alteracao no sitio de splicing com possivel alteracao da estrutura da proteina
(Figuras 25), enquanto resultados obtidos pelo SIFT indicaram que a variante é

considerada Tolerada (Figura 26).
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Figura 25. Imagem do resultado da predicao in silico realizada pela plataforma
Mutation Taster para a variante rs2288904, mostrando ha alteragao do sitio de splicing

e que as caracteristicas da proteina podem ser afetadas.
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& https:/sift.bii.a-star.edu.sg/sift-bin/catfile.csh?/usr/local /web/www/sift/tmp//4f1162e3c5_sequences.siftresults.predictions+Predictions + PRE

Predictions

Substitution at pos 154 from Q to Q is predicted to be TOLERATED with a score of 2.8@.
Median sequence conservation: 3.04
Sequences represented at this position:1%

Figura 26. Imagem do resultado da predicao in silico realizada pela plataforma
SIFT para a variante rs2288904.

Um ultimo estudo in silico foi realizado utilizando a plataforma Polyphen,
uma vez que, a alteragdo é missense. Os resultados obtidos indicam que a

variante rs2288904 ¢ benigna (Figura 27).

PolyPhen-2 report for QBIWAS Q154R (rs2288904)

Query
Protein Acc  Position AA; AAj; Description
QBIWAS 154 Q R Canonical, RecName: Full=Choline transporter-like protein 2; AltName: Full=Solute carrier family 44 member 2 Length: 706
Resuits
[+] Prediction/iConfidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
Humbiv
This mutation s predicted tobe BENIGN  with a score of 0.000 (sensitivity: 1.00; specificity: 0.00)

Figura 27. Imagem do resultado da predicao in silico realizada pela plataforma
Polyphen para a variante rs2288904.

Apesar dos resultados inconsistentes das predigbes in silico realizadas
neste trabalho, um estudo recente de analise dessas duas variantes
estabeleceu uma relagéao entre essas e a DM.

Thankam e colaboradores, em 2016, propuseram que 0 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 expressdo em heterozigose do gene
pudesse afetar o dobramento da proteina ou as fungdes 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 diarios combinados com
supressores vestibulares e dieta restrita de sédio), e pacientes com DM grave
gue nao respondiam aos remeédios e recorriam a cirurgia para controle dos

sintomas. Apds analises, resultados mostraram que a variante polimérfica
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rs2288904 parecia estar em desequilibrio de ligagdo com um segundo
polimorfismo, rs3087969, uma variante sinGbnima, e ambas possuiam a mesma
distribuicao alélica, com excecao de um paciente. A relacdo entre esses dois
polimorfismos nao havia sido descrita até entao (THANKAM et al., 2016).

Outro resultado importante de ser apontado do estudo citado € que entre
os pacientes tratados cirurgicamente, 43% possuiam 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 a distribuicao
esperada. Com isso, esse grupo concluiu que as proteinas produzidas pelos
dois alelos da variante rs2288904 interagem de forma a aumentar o risco de
desenvolver vertigem e outros sintomas graves que precisam de intervencao
cirurgica. Além disso, desequilibrio de ligacdo entre as duas variantes,
rs2288904 e rs3087969, interferem na homeostase do ouvido interno,
sugerindo uma maior predisposi¢ao a 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

Exon 07 Exon 04
Paciente
Alteracao Genotipo Alteracao Gendtipo
2 rs2288904 AG rs3087969 C/T
7 rs2288904 A/G rs3087969 C/T
10 rs2288904 AG rs3087969 C/T
15 rs2288904 A/G rs3087969 C/T
21 rs2288904 AG rs3087969 C/T
23 rs2288904 A/G rs3087969 C/T

Entretanto, analises de prontuarios destes pacientes nao corroboram a
relagdo das variantes rs2288904 e rs3087969 com a forma grave da DM.
Apesar de apenas ter sido possivel acompanhar a evolugao da DM em quatro
dos sete pacientes devido ao nao retorno dos outros pacientes as consultas

ambulatoriais desde 2014, dois dos pacientes mantiveram os sintomas estaveis
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respondendo ao tratamento, e dois tiveram uma melhora significativa dos
sintomas ap6s o tratamento, os quais nao necessitaram mais uso dos
medicamentos e os sintomas néo reapareceram desde entdo. Esses achados
contradizem com os achados de Thankam e colaboradores e ndo suportam a
teoria de que as duas variantes em heterozigose estariam associadas ao

quadro mais grave da DM.

4.6 Variante intergénica rs4947296

Recentemente, Frejo e colaboradores associaram a alteracao rs4947296
com a DM bilateral em um estudo funcional, onde as implicacdes fenotipicas
dessa variante puderam ser elucidadas (FREJO et al., 2017).

Em estudo funcional realizado por esse grupo, foi possivel demonstrar
que a variante rs4947296 regula a expressao génica nas vias TWEAK/Fn14. A
variante estd localizada na regido 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 traducao
Nuclear factor kappa B (NF-kB) nas LCLs, que, por sua vez, regula as
respostas imunes e inflamatérias no corpo. O experimento demonstrou que o
TWEAK induz uma segregacao significante das LCLs nos pacientes com a
variante (FREJO et al., 2017).

Diante disso, outro estudo realizado por Gallego-Matinez e
colaboradores (2018) também estabeleceu relagdo entre a variante e a DM
bilateral, e em pacientes com DM e doencgas autoimunes.

A alteragédo nao foi encontrada em nenhum dos individuos estudados,

sugerindo que nenhum deles possui uma etiologia autoimune da DM.

4.7 Propostas

Na tentativa de facilitar a identificacdo de alteracbes moleculares para
um melhor prognostico molecular da DM e, com isso, um tratamento
personalizado, Gallego-Martinez e colaboradores (2018) sugeriu um possivel
algoritmo para a analise molecular dos pacientes (Figura 28).
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Genetic diagnosis in MD

1. Genotype rs4947296 ‘W Autoimmune/
autoinflammation

No
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2. Familial | 3.Exome Yes
history or Yes | Sequencing| ™S
age<30y 4 Variant

No /| diagnosis

\4 )
No 4. Genome |
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A 4 A
WES/WGS Candidate Gene

not recommended therapy

Figura 28. Algoritmo proposto por Gallego-Martines (2018) para o diagnéstico
molecular da DM.

Tendo em vista as situagcbes socioecondmicas do nosso pais, onde um
Whole Exome Sequencing ou um Whole Genome Sequencing nao sao testes
passiveis de serem feitos em todos os estudos devido ao alto custo, este
presente estudo sugere um algoritmo adaptado, que também facilitaria e
agilizariam o estudo molecular da DM, num custo relativamente baixo
comparado aos custos de testes NGS (Next Generation Sequencing). Tal

algoritmo esta representado na Figura 29.

Triagem molecular da Doenca de Méniéere

Triagem da variante | _Positivo .| Etiologia
rs4947296 “| Autoimune
negativo
v Triagem dos genes
Triagem dos negativo .| KCNE1, KCNES3,
genes AQPs 7| DPT, SEMA3D,
PRKCB e SLC44A2.
positivo
Ve \/ . . \/
Possivel etiologia Se possivel, fazer
WES / WGS

Figura 29. Algoritmo proposto neste estudo para o diagnostico molecular da
DM.
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Além do algoritmo citado, neste estudo também sugerimos outra forma
de agilizar, melhorar e diminuir possiveis custos com o rastreio de variantes
candidatas na DM.

O Projeto Genomics England (https://www.genomicsengland.co.uk)
desenhou painéis para o diagndstico de varias doencgas, incluindo a doenga de
Méniere Familial, que ainda estd em estagio inicial de desenvolvimento
(https://panelapp.genomicsengland.co.uk/panels/ 394/). Para a elaboragao
deste projeto sdo validadas as variagdes génicas encontradas nos genes
estudados de acordo com as possiveis fisiopatologias da doenca, isto baseado
nos estudos genéticos de sequenciamento de genes existentes na literatura
internacional.

O painel génico com o objetivo de identificar marcadores genéticos para
locacdo do paciente em um determinado grupo genotipico € um exemplo da
aplicacao futura da medicina personalizada para os pacientes com doenca de
Méniere. A identificagdo do seu subgrupo fenotipico pode determinar o seu
tratamento especifico em termos da melhor escolha da classe medicamentosa
e posologia. A realizacao do painel genético também possibilitara o diagnéstico
precoce de pacientes que apresentem quadro clinico incompleto. O tratamento
especifico e diagnéstico precoce contribuirdo para o controle da evolucéo
natural da doenca, cujo objetivo principal é evitar a progressao da deterioracao
das funcdes labirintica e auditiva nestes pacientes e minimizar o impacto na
qualidade de vida do paciente.

O painel proposto no Projeto Genomics Engalnd nao inclui todos os
genes triados neste estudo, e a maior parte dos genes propostos no projeto
nao foram aprovados. Diante disse, este estudo propde a criagdo de um painel
génico que inclua os genes AQPs, KCNE1, KCNE3, DPT, SEMA3D, PRKCB e
SLC44A2, e a variante intergénica rs4947296.


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

Dos 30 pacientes analisados, foram encontradas as variantes de
interesse em 13:

v No gene KCNES foi encontrada a variante rs2270676 em heterozigose
em 6 pacientes sem histérico familiar, porém nao ha como estabelecer relacao
com a DM;

v No gene SLC44A2, foi encontrada a variante rs3087969 em todos os
pacientes e a variante rs2288904 em 24 pacientes:

v Em sete deles, sem histérico familiar, foi detectada a associacao de
ambas as variantes em heterozigose;

v Nao foi possivel corroborar a relagdo dessas duas variantes com a DM
grave;

v' Nao foram encontradas alteracées associadas a DM nos genes DPT,
SEMA3D e PRKCB;

v' Nao foram encontradas alteragdes na variante intergénica rs4947296
nos pacientes analisados;

v' Foram encontradas outras quatro variantes no gene DPT em todos os
pacientes, mas nao tém correlagcdo com a DM;

v O algoritmo de diagnéstico da DM e o painel génico sdao um proximo
passo em direcao a medicina personalizada na DM.
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7. ANEXOS
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mecanica — em sinal elétrico: principio basico da audigdo. Esse mecanismo €& altamente dependente da
homeostase; portanto qualquer alteragdo pode resultar em um processo auditivo deficiente.

O grande numero de genes expressos na céclea reflete a complexidade dos mecanismos moleculares
envolvidos na audigéo.

A perda auditiva é o déficit sensorial mais frequente nos humanos. Esta condigéo restringe a expresséo oral,
interfere na vida social e econdémica e pode levar a alteragdes no desenvolvimento cognitivo e psicolégico do
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Em paises desenvolvidos, um a cada 1000 recém-nascidos apresentam perda auditiva.
No Brasil a estimativa geral é de quatro a cada 1000 nascimentos, podendo variar de acordo com a regido
estudada de 2 a 7 para cada 1000 nascimentos.

Os casos de perda auditiva devido a fatores ambientais no Brasil ainda séo predominantes (66% dos casos),
com outros 19% de etiologia desconhecida e 15% de heranga genética.

Mais de 103 genes distribuidos em 150 loci ja foram associados a perdas auditivas de origem genética.
Dentre esses genes, ha predominancia da relagdo entre as perdas auditivas com mutagbes no gene GJB2.
Ele foi o primeiro gene a ser relatado na perda auditiva sensorioneural ndo-sindrémica, presente em
aproximadamente 80% dos casos autossdmicos recessivos.

Ja& foram descritas na literatura mais de 400 sindromes que possuem a perda auditiva como sintoma. Essas
sindromes compreendem um conjunto vasto de doengas hereditarias no qual a perda auditiva pode estar
associada a diversos disturbios do sistema nervose, endécrino, cardiovascular, musculoesquelético entre
outros.

Uma das condigdes clinicas que compreende um caso sindrémico € a Doenga de Méniére (DM): um
disturbio que ocorre no ouvido interno cujos sintomas sdo associados a hidropsia endolinfatica (vertigem,
perda auditiva sensorioneural, zumbido e presséo).

Em 1861, Proper Méniére descreveu a classica triade de vertigem episddica, perda de audigao
neurossensorial flutuante e zumbido.

Atualmente, a DM continua sendo um dos maiores enigmas da dindmica dos fluidos na orelha interna.

E amplo o campo de estudo sobre essa doenga, uma vez que entender e controlar a doenca de Méniére &
entender e controlar a dindmica dos fluidos labirinticos.

A DM pode ocorrer em qualquer idade, sendo mais frequente em adultos entre 30-50 anos e menos comum
em criangas e adultos jovens.

A incidéncia varia dependendo da regido geografica e grupo étnico, contudo, parece ser mais frequente em
caucasianos.

Em 2010, o Instituto Nacional de Surdez e Outros Disturbios de Comunicagdo (NIDCD) estimou que 615.000
individuos nos Estados Unidos apresentavam a doenga de Méniére, com mais de 45 mil
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novos casos diagnosticados a cada ano.

No Brasil, um estudo relata que a DM pode ser considerada a segunda labirintopatia mais prevalente na
clinica.

A causa da DM ainda é desconhecida, provavelmente resulte de uma combinagdo de fatores ambientais e
genéticos (multifatorial).

Alguns possiveis fatores de risco que predispdem a doenca incluem infecgdes virais, trauma na orelha
interna, poluigdo sonora, alergias, respostas anormais do sistema imunoldgico, e enxaquecas.

Embora a maioria dos casos seja esporadico, o que significa que eles ocorrem em pessoas sem histérico da
doenca na familia, casos onde se observa heranga genética tem sido relatados. Nesses casos, estudos tem
estimado uma prevaléncia entre 5 a 15%.

Quando a doenca é familiar, padrées de herancga autossdmica dominante e recessivo ja foram descritos.

Uma vez que sintomas de DM séo causados por hidropisia endolinfatica (HE) da orelha interna, genes
envolvidos na regulagido da homeostase tem sido considerados genes candidatos associados a DM. Alguns
destes genes estéo envolvidos com o transporte de agua da orelha interna, e outros regulam a composigéo
idnica da endolinfa.

Estudos tém focado principalmente nos genes Aquaporin - AQP1-4, KCNE1 e KCNE3, ADD1 regulador de
atividade da bomba de Na+ e K+ , COCH (coagulation factor C homolog) entre outros.

As aquaporinas (AQP) s8o poros celulares, ou canais de agua responsaveis pelo movimento hidrico para
dentro e para fora das células.

Esse processo regulatério exige uma quantidade minima de energia porque o fluxo da agua segue o
gradiente osmotico existente.

Nos mamiferos existem 12 AQPs identificadas, cada uma com diferente localizagdo tissular e diferentes
propriedades regulatérias e de permeabilidade.

Entre as AQPs, principalmente as isoformas 1-5 tem sido associadas a patologia e fisiologia da DM.
A AQP2 tem despertado especial interesse com relagdo a DM. A expressédo da AQP2 na orelha
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interna tem sido investigada em varios estudos com resultados contraditérios.

Alguns autores relatam a presenga exclusiva da AQP2 no saco endolinfatico. Outros a identificaram apenas
na membrana de Reissner, em particular nas estruturas que margeiam a endolinfa e nos giros da coclea,
com predominio nos giros médio e apical.

As evidéncias da biologia molecular conduzem para uma nova visdo de que a homeostase hidrica da orelha
interna € regulada em parte via sistema vasopressina- Aquaporina 2 (VP-AQP2) e que a hidropisia
endolinfatica, caracteristica morfolégica da DM, reflete a ma regulagdo deste sistema no fluido da orelha
interna.

Essa suposicéo é sustentada por evidéncias clinica e experimental: niveis plasmaticos da VP estéo
elevados nos pacientes com DM ; aplicagdo aguda e cronica de VP produz hidropisia endolinfatica em
cobaias e em ratos.

Aléem da AQP2, estudos apontam que na orelha interna a AQP5 também desempenha uma provavel fungéo
na regulagéo do volume de endolinfa por “secregéo e reabsorgao de agua”.

Neste papel, AQP5 e AQP2 podem mediar o fluxo de agua bidirecionalmente entre a perilinfa e endolinfa,
que depende do gradiente de pressdo osmaética e hidrostatica entre os dois compartimentos de fluido da
orelha interna.

Portanto, disfungdes das AQP5 e AQP2 podem estar potencialmente envolvidas em doencgas da orelha
interna relacionadas com alteragédo da regulagéo do volume da endolinfa como ocorre nos casos de DM.

Estudos de expresséao e funcdo apontam um claro envolvimento dos genes das AQPs na homeostase da
orelha interna. Contudo, apenas nos ultimos anos estudos associando mutagdes nestes genes e DM tem
sido realizados.

Dessa forma, ainda ha poucas informagdes sobre a real relevancia dessas alteragdes na etiologia da
doenga.

Os canais de potassio séo a maior e mais complexa familia de canais i6nicos, representada por pelo menos
70 locus do genoma humano.

Na orelha interna canais compostos por proteinas KCNE/KCNQ estéo presentes na membrana celular apical
das células marginais, na estria vascular, onde desempenham a importante fungdo de assegurar a
homeostasia do K+.
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A perda da funcionalidade destes canais leva a uma redugdo do potencial da endolinfa, o que pode causar
perda auditiva.

Qualquer redugdo no gradiente de concentragdo de K+ leva a uma redugdo do potencial de endolinfa, e isto
pode reduzir a sensibilidade a estimulos auditivos).

Acredita-se que um processo semelhante ocorra nas células do epitélio marginal vestibular.

A familia do gene KCNE foi originalmente sugerida como candidata a DM, uma vez que foi reportada uma
representagdo 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, outros pesquisadores nao encontraram relagado entre KCNE1 e DM, embora o numero de
pacientes com DM estudado tenha sido consideravelmente grande (180).

Um estudo recente incluiu mutagdes ja reportadas em seis genes candidatos a DM, sendo eles, AQP2,

KCNE1, KCNE3, HCFC1, COCH e ADD1.

Os individuos estudados eram finlandeses, com DM, sendo 38 casos esporadicos e 21 casos com histéria
familial.

Em tal estudo apenas a variagdo rs1805127 no gene KCNE1 foi identificada indicando, portanto, um
possivel envolvimento dessa variagdo com DM.

Devido a dificuldade de se diagnosticar molecularmente a DM, novos genes tem sido buscados na literatura
na tentativa de se estabelecer uma correlacéo entre alteragfes nestes genes e a DM.

Um destes genes é o DPT, que codifica a proteina Dermatopontina, localizada na matriz extracelular. O
gene DPT esta localizado no cromossomo 1 e contém 4 éxons, sendo que apenas a parte inicial do quarto
éxon & codificante.

A Dermatopontina, codificada pelo gene DPT, é uma proteina de 201 aminoacidos e interage com proteinas
da superficie celular e com proteoglicanos.

Essa proteina é expressa em fibroblastos e interage com colagenos tipos | e I, além de manter a
homeostase vascular.

Em um dado estudo, duas variantes em heterozigose nos genes DPT (éxon 4) e SEMA3D (éxon 15)
segregando juntamente com o fenétipo em trés individuos de uma mesma geragdo em uma familia com

expressividade varidvel de DM.
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7.2  Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da FCM/UNICAMP
do projeto anterior.

COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA UNICAMP - gwm
CAMPUS CAMPINAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo Molecular da Sindrome de Méniére
Pesquisador: Nadya Soares de Macedo Adamov

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 37346114.1.0000.5404

Instituigdo Proponente: Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 895.074
Data da Relatoria: 30/11/2014
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7.3

TCLE de Reconsentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Estudo de variantes associadas a Doenca de Méniére”
Giselle Bianco Bortoletto
Numero do CAAE: 09012719.6.0000.5404

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Este documento, chamado
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos como participante da
pesquisa e é elaborado em duas vias, assinadas e rubricadas pelo pesquisador e pelo
participante/responsavel legal, sendo que uma via devera ficar com vocé e outra com o
pesquisador.

Por favor, leia com ateng¢do e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se
houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé poderd esclarecé-las com o
pesquisador. Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras
pessoas antes de decidir participar. Nado haverd nenhum tipo de penaliza¢do ou prejuizo se
vocé ndo aceitar participar ou retirar sua autorizagdo em qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

A Doenca de Méniére (DM) pode ocorrer em qualquer idade, sendo mais frequente em
adultos entre 30-50 anos e menos comum em criangas e adultos jovens. Em 2010, o Instituto
Nacional de Surdez e Outros Distlrbios de Comunicagdo (NIDCD) estimou que 615.000
individuos nos Estados Unidos apresentavam a doenga de Méniére, 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 clinica, possuindo ainda varios sintomas como
vertigem, perda auditiva, zumbido e pressdo no ouvindo que podem variar de casos mais leves
a mais graves. Com isso, e conhecendo o impacto da sua repercussdo clinica na qualidade de
vida dos pacientes, estudos que visem maiores esclarecimentos sobre a doenga sdo de
extrema importdncia, uma vez que aumentam o leque de possibilidades terapéuticas,
auxiliando na a cura e/ou controle dessa enfermidade. A vantagem da associacdo de testes
genéticos as avaliagOes clinicas ja existentes nos pacientes com a Doenga de Méniére é a
possibilidade de se conhecer melhor a magnitude deste problema e dar um passo de alerta a
populagdo, aos profissionais da salide e as autoridades locais.

Uma vez que os sintomas da Doenga de Méniére sdo causados por um acuimulo de
liquido (endolinfa) dentro do ouvido interno, genes envolvidos na regulagdo do estado de
equilibrio do corpo (homeostase) tém sido considerados genes candidatos associados & DM.
Alguns destes genes estdo envolvidos com a regulagdo da composi¢do de elementos quimicos
no ouvido (composi¢do idnica), outros estdo associados a estrutura das proteinas que tem
fungdo no mecanismo da audigdo. Portanto, como objetivo deste trabalho, temos a analise de
genes candidatos e a avaliacdo das alteragdes encontradas em relagdo a Doenga de Méniére.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé estd sendo convidado a: ceder sua amostra que ja foi
encaminhada e se encontra preservada no Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética (CBMEG) da UNICAMP, para pesquisa de novos genes associados a Doenca de
Méniére.

Desconfortos e riscos:

N3o existem riscos previsiveis ao paciente.

Vocé ndo deve participar deste estudo se ndo se sentir confortidvel com o
procedimento, ou se ndo quiser. A participacdo é totalmente voluntaria e o consentimento
pode ser retirado a qualquer momento.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:

Versdo: 02/04/202019 Paginalde3

74



Beneficios:
Ndo havera beneficios diretos aos participantes, mas espera-se contribuir para o
diagndstico precoce da doenca e, por consequéncia, para o tratamento adequado.

Acompanhamento e assisténcia:

Vocé tem o direito a assisténcia integral e gratuita devido a danos diretos e indiretos,
imediatos e tardios, pelo tempo que for necessdrio. Em caso de dano pessoal, diretamente
causado pelos procedimentos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem
direito a tratamento médico, bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas.

£ garantida, aos pacientes e responsaveis, respostas a quaisquer perguntas que
possam ocorrer em qualquer momento da pesquisa, e esclarecimento de qualquer divida
acerca dos assuntos relacionados com esta pesquisa.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e nenhuma
informacdo sera dada a outras pessoas que ndo fagam parte da equipe de pesquisadores. Na
divulgacdo dos resultados desse estudo, seu nome nio sera citado.

Os seus dados genéticos sdo confidenciais e ndo serdo repassados a terceiros (como,
por exemplo: seguradoras, empregadores, supervisores hierarquicos, entre outros). Seus
dados genéticos estdo protegidos, pois ficam armazenados em banco de dados interno do
laboratdrio, onde apenas a equipe de pesquisadores tem acesso.

Ressarcimento e Indenizagao:

N&o ha despesas pessoais para o participante, incluindo exames e consultas. Também
ndo ha compensagdo financeira relacionada a sua participagdo.

Vocé tera a garantia ao direito a indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes da
pesquisa.

Aconselhamento genético:
Vocé tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais da pesquisa,
quando em estudos abertos ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.
O Aconselhamento Genético, caso necessario, podera ser realizado mediante
encaminhamento do proprio médico a um geneticista habilitado.

Armazenamento de material:

A Doenca de Méniére ainda necessita de muitos estudos moleculares, devido a
quantidade de genes envolvidos na estrutura da orelha, e no mecanismo da audigdo, bem
como a complexa interacdo destes genes. Por tanto, faz-se necessario, se possivel, o
armazenamento da amostra de DNA para pesquisas futuras envolvendo genes associados a
Doencga de Méniére. Porém, toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado
sera submetida para aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e, quando for o caso, da
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP);

Com isso, vocé pode escolher uma das opgdes abaixo, caso aceite fazer parte desta
pesquisa:

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o
armazenamento do meu material bioldgico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta
pesquisa.

( ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do
meu material bioldgico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que
devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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O descarte do material armazenado serd autorizado nas seguintes situagdes:
- 0 participante retirou o consentimento em participar da pesquisa;
- amostra degradada.

Em caso de falecimento ou condigdo incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverdo ser dados a:

Contato:

Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé poderd entrar em contato com a pesquisadora
Giselle Bianco Bortoletto, situada a Avenida Cédndido Rondon, n2400, Cidade Universitaria,
Campinas/SP, CEP 13083-875. A pesquisadora se encontra no Laboratério de Genética Humana
do CBMEG, no térreo, telefone (19) 3521-1130; e-mail giselle.bianco@yahoo.com.br.

Em caso de dentncias ou reclamagdes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do
estudo, vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da UNICAMP das 08:00hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:30hs na Rua: Tessalia Vieira de
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e-

mail: cep@fcm.unicamp.br.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) tem por
objetivo desenvolver a regulamentagdo sobre protecdo dos seres humanos envolvidos nas
pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comités de Etica em Pesquisa
(CEPs) das instituigbes, além de assumir a funcdo de drgdo consultor na drea de ética em
pesquisas

Consentimento livre e esclarecido:
Ap0s ter recebidoesclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,

beneficios previstos, potenciais riscos e o incdbmodo que esta possa acarretar, aceito participar:

Nome do (a) participante da pesquisa:

Data: / / ;
(Assinatura do participante da pesquisa ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao
participante da pesquisa. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto
foi apresentado e pela CONEP, quando pertinente. Comprometo-me a utilizar o material e os
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento
ou conforme o consentimento dado pelo participante da pesquisa.

Data: / / /

(Assinatura do pesquisador)

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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7.4 Ciclos das PCRs utilizadas neste trabalho.

a. Gene DPT.
95°C i 95°C
5min i1 min

b. Gene SEMA — éxon 15.

95°C

95°C

32 ciclos

57°C

5 min

1 min

1 min

32 ciclos

54°C

1 min

c. Gene PRKCB — éxon 3.

95°C

95°C

5 min

1 min

32 ciclos

52°C

1 min

72°C : T72°C
I min 5 min
72°C § 72°C
Il mm {5 min
72°C i 72°C
I min {5 min
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d. Gene KCNES.

32 ciclos
95°C i 95°C
Smmm 1 min
54°C
1 min

e. Gene SLC44A2—-éxons4e 7.

32 ciclos
95°C i 95°C
Smin 1 min
55°C
1 min
f. Variante rs4947296.
35 ciclos
95°C : 95°C
5mm 1 min
60°C
1 :30 min

72°C i 72°C

I min {5 min
72°C i 72°C

Il mm {5 min
72°C | 72°C
I min {5 min
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