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1. INTRODUCAO

A perda auditiva induzida por ruido (PAIR) ¢ a lider mundial no risco a satde
ocupacional em paises industrializados e a segunda forma mais comum de
deficiéncia auditiva neurossensorial, apds a presbiacusia (1). Nos Estados Unidos,
aproximadamente 10% da populacdo total ¢ exposta, diariamente, a niveis
perigosos de ruido no ambiente de trabalho (2)(3). O risco poderia ser reduzido
através de um melhor entendimento dos processos bioldgicos que modulam a
susceptibilidade ao ruido. Acredita-se que a PAIR ¢ uma doenca complexa, que
resulta da interacdo entre fatores genéticos e ambientais. Estd bem estabelecido que
pessoas expostas ao ruido de forma semelhante apresentam variacdo no grau de
perda auditiva, indicando um componente genético (4). Estudos com gémeos
estimam que a herdabilidade da PAIR ¢ de aproximadamente 36% (5).

A descoberta das interagcdes entre o gene € o ambiente nas doencas humanas,
como na susceptibilidade a PAIR, apresenta muitas dificuldades inerentes,
especialmente, no controle da exposi¢do. Embora diversos estudos de associagdo de
genes candidatos para PAIR em humanos tenham sido conduzidos, esses estudos
apresentam baixo poder estatistico, ndo sdo replicados e consideram somente uma
fragdo do risco genético. Além disso, nenhum estudo de heranca foi realizado, ja
que ¢ praticamente impossivel coletar dados de familias em que todos os individuos
tenham sido expostos a condi¢des idénticas de ruido.

A base genética da PAIR tem sido claramente demonstrada em animais, ja
que diferentes linhagens de camundongos consanguineos apresentam diferentes
susceptibilidades ao ruido (4). Algumas linhagens de camundongos (C57BL/6J)

que apresentam perda auditiva relacionada a idade, também se mostraram mais
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susceptiveis ao ruido que outras linhagens (6). Além disso, diversos camundongos
mutantes (knockout), como SODI1-/- (7), GPX1-/- (8) ¢ PMCA2-/- (9)(10), se
mostraram ser mais sensiveis ao ruido do que o tipo selvagem. O camundongo tem
sido um modelo animal essencial para estudos em perda auditiva. Os avangos na
genética dos camundongos, incluindo o sequenciamento do genoma e o mapa
altamente denso de polimorfismos de base Unica (SNP), t€ém gerado um sistema
adequado para o estudo de um traco complexo como a PAIR (6). A identificacdo de
novos genes ¢ crucial para a descoberta de novas vias e redes de genes. Isso
aumentard nosso conhecimento sobre a biologia auditiva basica e serd possivel
identificar novos potenciais alvos terapéuticos para combater a PAIR. Da mesma
forma, serd possivel o desenvolvimento de testes de susceptibilidade a PAIR.

Em fungdo das limitagdes dos estudos humanos de associagdo do genoma
inteiro e das andlises de locus de trago quantitativo (QTL) em camundongos, optou-
se por utilizar a estratégia de associagdo do genoma inteiro através da incorporagao
do Hybrid Mouse Diversisty Panel (HMDP). O HMDP ¢ uma cole¢do de linhagens
de camundongos consanguineos cléssicos e recombinantes, cujos genomas tém sido
sequenciados e/ou genotipados com alta resolucdo (11). O célculo de poder tem
demonstrado que esse painel ¢ superior a andlise de ligacdo tradicional (/inkage) e ¢é
capaz de detectar /oci responsaveis por 5% da variancia global. Diversos estudos,
de forma bem-sucedida, t€m mapeado /oci candidatos em tragos complexos através
desse painel para o mapeamento de diversos fendtipos (12)(13)(14)(15).

Nessa tese de doutorado serd desenvolvido uma pesquisa inédita com o
objetivo de realizar uma analise de associagdo do genoma inteiro para o
mapeamento de genes envolvidos na susceptibilidade a PAIR, utilizando linhagens

de camundongos consanguineos.
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Apobs esse mapeamento, serd realizado o processo de confirmag¢do do gene
candidato com o uso de modelos mutantes de camundongos. O detalhamento por
eletrofisiologia e imuno-histoquimica investigard o papel desse gene candidato na

susceptibilidade a PAIR e o mecanismo envolvido na orelha interna.

2.1 Referéncias da Introducao
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conceitos Basicos

2.1.1 Gene, Alelo, Locus

O conceito de gene foi estabelecido por Mendel, que utilizou a palavra em
alemao “fator”. Na terminologia original, ainda utilizada por geneticistas, os
genes ocorrem em pares de cromossomos homodlogos. Nessa terminologia, os
quatro grupos sanguineos A, B, O e AB (definidos de acordo com as reagdes de
aglutinacdo) sdo determinados por trés genes: A, B e O. Atualmente, os
geneticistas moleculares ndo chamam esses trés fatores de genes, mas de
“alelos”. Os alelos sdo considerados formas alternativas de um gene que pode
ocorrer num mesmo /ocus no genoma. Enquanto os antigos geneticistas da
drosofila falavam em dois /oci para um gene e os geneticistas humanos falavam
em dois genes em um Jocus, os geneticistas modernos falam em “dois alelos de
um gene” ou “dois alelos em um /ocus”. Essa Gltima terminologia sera utilizada
nesta tese de doutorado. Isso significa que dois alelos no mesmo locus sdo
“alélicos” em relacdo ao outro, enquanto que dois alelos que estdo em diferentes

loci sdo “ndo alélicos” em relag@o ao outro.

Um gene ¢ frequentemente definido por uma sequéncia de DNA que tem
uma fun¢do, indicando uma sequéncia semelhante de DNA envolvida em uma
mesma fun¢do molecular especifica, como a formacao dos antigenos de células
vermelhas ABO. Alguns restringem a palavra gene somente a genes

codificadores de proteinas, mas existem muitas outras sequencias de DNA que
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apresentam essa fun¢do em virtude de serem transcritas em RNA sem nunca
terem sido traduzidas em proteinas e, consequentemente, a proteinas codificadas.

Entdo essa defini¢do restrita de gene parece ndo fazer sentido.

Um locus ¢ a localizacdo de um gene no genoma, como o gene do sistema
ABO. Por defini¢do, um gene deve envolver mais de um par de bases. Os SNPs
ndo ocorrem em /oci, mas ao redor dos loci. Em fun¢do da confusdo que ocorre
quando os SNPs sdo descritos como ocorrendo nos /oci, alguns utilizam o termo
“gene-locus”. Contudo, sempre se deve utilizar o termo /ocus para indicar o
posicionamento de um gene funcional. E indicado permitir que os SNPs tenham
alelos e que seja utilizado o termo original para as suas localizacdes. Se existir
somente um alelo em um /locus na populagdo, podemos dizer que esse locus €
monomorfico ou monoalélico nessa determinada populacdo. Se houver dois
alelos, como ocorre frequentemente com os SNPs, podemos utilizar o termo
dialélico ou bialélico. Se muitos alelos existirem, devemos descrever o
polimorfismo como polialélico ou multialélico. Quando existirem somente dois
alelos em um Jlocus, o que apresentar menor frequéncia na populagdo deve ser
chamado de alelo menor. No campo da genética, o termo frequéncia alélica ¢é
utilizado para indicar a frequéncia relativa média, sendo a propor¢ao de todos os

alelos em um /ocus entre os membros de uma populagao.

2.1.2 Genétipo, Fenotipo, Dominante, Recessivo, Codominante, Aditivo

Um genodtipo individual ¢ a totalidade do material genético desse individuo,
enquanto um fenotipo individual ¢ relativo ao aspecto do individuo. Entretanto,
os termos gendtipo e fenotipo sdo frequentemente utilizados em referéncia a um

locus em particular ou um grupo de /oci e a um trago particular ou a um grupo de
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tracos. Os gendtipos ndo sdo observados diretamente, mas inferidos através de
fendtipos especificos. Dessa forma, em relagdo ao locus do grupo ABO, os
quatro tipos sanguineos A, B, O e AB so fen6tipos e os possiveis genotipos sao
formados pelos pares de alelos AA, AO, BB, BO, AB ¢ OO. Em relagdo aos
fenotipos do grupo sanguineo ABO, o alelo A ¢ dominante em relacdo ao alelo B
e o alelo O ¢ recessivo em relagao ao alelo A. De forma semelhante, o alelo B ¢
dominante em relacdo ao alelo O e o alelo O ¢ recessivo em relagdo ao alelo B.
Os alelos A e B s@o codominantes. Para que as palavras dominante e recessivo
tenham sentido, pelo menos dois alelos e dois fenotipos devem ser especificados.
Se um alelo em particular em /ocus ¢ dominante em relacdo a presenca da
doenga, deve existir pelo menos um outro alelo naquele /ocus que seja recessivo

em relacdo a auséncia daquela doenca.

Informalmente, os geneticistas falam sobre a doenca como sendo
dominante. Em relacdo ao fenotipo “doenca”, o alelo da doenga subjacente
dominante indica que a doenca esta presente quando uma ou duas copias do
alelo estdo presentes. De forma semelhante, doenga recessiva significa que, em
relagdo ao mesmo fendtipo, o alelo recessivo da doenga subjacente aponta que a
doenga esta presente somente quando os dois alelos da doenga estdo presentes. A
questdo importante ¢ perceber que a dominancia ou a recessividade descreve o
relacionamento entre um ou mais genotipos de um fenotipo em particular. Isso
leva ao conceito de conjunto de fenotipos. Os genotipos AA e AO formam o
grupo que corresponde ao tipo sanguineo A, os gendtipos BB e BO formam o
grupo correspondente ao tipo sanguineo B. No caso do grupo sanguineo ABO,
um individuo que tem um alelo A e um alelo B tem o tipo sanguineo AB, que

apresenta fendtipo diferente dos demais homozigotos AA e BB. Essa relagdo ¢
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conhecida por codominancia. Em geral, um /ocus ¢ codominante em relagdo ao
grupo de fenotipos que controla se o fenotipo de cada heterozigoto naquele locus

difere dos correspondentes homozigotos.

Podemos distinguir o codominante do aditivo. O termo codominante
implica que o fendtipo (ou distribuigdo fenotipica) correspondente ao
heterozigoto estd na metade do caminho entre aqueles dois correspondentes
homozigotos. O termo aditivo tem significado somente na existéncia de um

escalonamento de medidas.

2.1.3 Polimorfismo, Mutacio

Os tipos sanguineos A, B, O e AB correspondem a um polimorfismo no
sentido de que sdo fendtipos alternativos que ocorrem frequentemente na
populacdo. Um locus polimoérfico foi originalmente definido como um locus
determinante de um polimorfismo em que o alelo ocorre com uma frequéncia de
pelo menos 1%. Os diferentes alelos aparecem em um /ocus como resultado de
uma mutacdo ou uma mudanca subita de material genético. Mutagdo ¢ um
evento relativamente raro, causado, por exemplo, em funcdo de um erro de
replicagdo. Portanto, todos os alelos sdo originalmente alelos mutantes, ¢ o
polimorfismo genético foi definido como um /ocus em que a frequéncia do alelo
menos comum tem uma frequéncia grande demais para ser mantido na
populacdo somente através de mutacdo recorrente. O mais importante em um
locus € o grau de polimorfismo. Um /ocus em que existem 1.000 alelos com a
mesma frequéncia seria considerado muito mais polimérfico que um locus em

que existem somente dois alelos com frequéncias de 0,01 e 0,99. Muitos autores
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utilizam o termo mutacdo para qualquer alelo raro e o termo polimorfismo para

qualquer alelo comum.

2.1.4 Polimorfismo de Base Unica (Single Nucleotide Polymorphism)

A unidade moderna de indicagdo de variagdo genética ¢ o SNP. Os
polimorfismos sdo mudangas especificas de pares de bases na sequéncia do
DNA que ocorrem com alta frequéncia no genoma humano (1). Nos estudos
genéticos, os polimorfismos sdo frequentemente utilizados como marcadores de
uma regido no genoma, sendo que a maioria apresenta minimo impacto nos
sistemas biologicos. Os polimorfismos podem ter consequéncias funcionais
através de troca de aminoacido, mudangas na estabilidade do mRNA e mudangas
na afinidade de liga¢do do fator de transcri¢do (2). Os polimorfismos sdo a maior

forma de variag¢do genética no genoma humano.

Os polimorfismos sdo o tipo mais comum de variacdo genética e estdo
presentes em uma grande propor¢ao da populagdo humana (3). Tipicamente, os
polimorfismos apresentam dois alelos, indicando que dentro de uma populagao
existem duas possiblidades de troca de pares de bases comuns para uma dada
localizagdo de um polimorfismo. A frequéncia de um polimorfismo ¢ dada
através da frequéncia alélica menor ou pela frequéncia do alelo menos comum.
Por exemplo, um polimorfismo com uma frequéncia do alelo menor (G) de 0,40
implica que 40% da populag@o tem o alelo G em relagdo ao alelo mais frequente,

que esta presente em 60% da populagao.
2.1.5 Ligacao Génica

Algumas doengas, como fibrose cistica (e a maioria das doengas genéticas
raras), podem ser causadas por multiplas variantes genéticas dentro de um
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mesmo gene. Em funcdo do forte efeito dessa variante genética, a fibrose cistica
segue um padrdo de heranca autossOmica dominante em familias com essa
doenca. Um dos maiores sucessos da genética humana foi a identificacdo de
multiplas mutacdes no gene CFTR como causa da fibrose cistica (4). Isso foi
alcancado através da genotipagem de familias afetadas pela fibrose cistica
utilizando uma cole¢do de marcadores genéticos ao longo do genoma e através
da analise de como esses marcadores segregam com a doenca através de diversas
familias. Essa técnica, conhecida por ligagdo génica ou [linkage, foi
subsequentemente aplicada de forma bem-sucedida para identificar variantes
genéticas que contribuem para doencas raras, como a Doeng¢a de Huntington (5).
Quando aplicado para doengas comuns, como doencgas cardiacas ou cancer, 0s
estudos de ligacdo génica ndo se mostraram eficazes. Isso significa que os
mecanismos genéticos que influenciam as doengas comuns sdo diferentes

daqueles envolvidos nas doengas raras (6).

A analise de ligagdo génica ampla ¢ o método tradicionalmente utilizado
para identificar genes de doencas e tem sido muito bem-sucedido em mapear
genes envolvidos em doengas monogénicas mendelianas (7). Para o sucesso da
andlise de ligacdo génica, os marcadores que sinalizam a doenca devem segregar
com a doenga nas familias. As variantes que causam distirbios monogénicos sao
frequentemente raras. Dessa forma, cada alelo segregado serd encontrado na
mesma base cromossomica de 10 a 20 cM (centimorgans) dentro de cada familia
(8)(9). Além disso, ja que as doengas mendelianas sdo por defini¢do causadas
por variantes altamente penetrantes, os marcadores dos alelos causadores de

doenca dentro do intervalo de 10-20 cM vao se segregar com a doenca.
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2.1.6 Trago Complexo, Multifatorial, Poligénica, Monogénica

O termo “traco complexo” foi introduzido hé trés décadas sem uma defini¢ao
clara. Foi utilizado para tracos que ndo exibiam um Jocus segregado definido
(mendeliano), geralmente em funcdo de que a segregacdo envolveu mais de um
locus. Enquanto multifatorial e complexa sdo conceitos mal definidos e
frequentemente intercambiaveis, uma clara distingdo deve ser realizada entre

multifatorial e poligénico.

O conceito de multifatorial indica que mais de um fator pode estar envolvido
na etiologia do fendtipo, tanto genético quanto ambiental ou ambos. Por outro
lado, o conceito de poligénico indica que somente fatores genéticos estdo
envolvidos, frequentemente de forma cumulativa, € que o nimero de fatores
(loci) € tao extenso que ndo podem ser individualmente caracterizados. Portanto,

o termo poligénico ndo deve ser utilizado para incluir fatores ambientais.

2.1.7 Hipotese de Doenca Comum/Variante Comum

O conceito de que doengas comuns tém diferente arquitetura genética de
base quando comparadas a doencas raras e a descoberta de diversas variantes de
susceptibilidade para doengas comuns com alta frequéncia alélica menor
levaram ao desenvolvimento da hipdtese de doenca comum/variante comum
(10). Essa hipotese postula simplesmente que doengas comuns sdo influenciadas
por variagdo genética que também ¢ comum na populagdo. Existem diversas

ramificagdes para o estudo de doengas complexas.

Se existem variantes genéticas que influenciam a doenga, o tamanho do
efeito (penetrancia) para qualquer variante deve ser pequeno em relagdo a
penetrancia encontrada para doengas raras. Por exemplo, se um polimorfismo de
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40% de frequéncia na populacdo causa uma substituicdo deletéria de
aminoacido, gerando o fenotipo de doencga, aproximadamente 40% da populagdo
apresentaria a doenca. Assim, a frequéncia do alelo e a prevaléncia na populagao
sdo diretamente correlatas. No entanto, se 0 mesmo polimorfismo causador de
doenga apresentasse uma minima mudanga na expressdo génica que alterasse
minimamente o risco da doenga, a prevaléncia da doenca e o alelo envolvido
apresentariam uma correlacdo leve. Dessa forma, variantes comuns por defini¢do

ndo podem apresentar alta penetrancia.

Se alelos comuns apresentam pequenos efeitos genéticos (baixa
penetrancia), = mas  doencas  comuns  apresentam  hereditariedade,
consequentemente, multiplos alelos comuns devem influenciar na
susceptibilidade a doenca. Por exemplo, estudos com gémeos podem estimar a
hereditariedade de uma doenga comum em 40%, ou seja, 40% do total da
variancia no risco da doencga ¢ devido a fatores genéticos. Se o alelo de um unico
polimorfismo gera um pequeno risco no desenvolvimento da doenca, esse
polimorfismo somente pode explicar uma pequena propor¢do do total da
variancia devido a fatores genéticos. Dessa forma, o total de risco genético
devido a variacdo genética comum deve se espalhar através de diversos fatores
genéticos. Esses dois pontos sugerem que os estudos genéticos tradicionais
baseados nas familias ndo sdo uteis para doengas complexas, indicando a

necessidade da mudanga para estudos com base populacional.

A frequéncia com que cada alelo ocorre na populagdo e o risco atribuido ao
alelo para doengas complexas sdo pontos-chave a serem levados em
considera¢do no planejamento dos estudos genéticos, impactando na tecnologia
necessaria para buscar informacgdo genética e dimensionar o tamanho da amostra
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para descobrir efeitos genéticos estatisticamente significativos. O espectro de
potenciais efeitos genéticos pode ser visualizado e estratificado de acordo com o

tamanho do efeito e pela frequéncia alélica.

A hipotese de doenga comum/variante comum tem sido testada em diversas
doengas comuns. Enquanto muito da hereditariedade para essas condi¢des ainda
ndo esta explicada, alelos comuns certamente t€m um papel na susceptibilidade.
Em geral, doengas comuns apresentam diversos alelos susceptiveis, cada um
com tamanho de efeito pequeno e que pode aumentar o risco de doenga em 1,2
até 2 vezes (11). A partir desses resultados, pode-se dizer que, para a maioria das
doengas comuns, a hipdtese de doenga comum/variante comum ¢ verdadeira;
porém, ndo se deve supor que todo componente genético de qualquer doenga

comum se deve somente a alelos comuns.

2.1.8 Estratificacido Populacional

A estratificacdo populacional aparece em estudos de caso e controle quando
os dois grupos em estudo sdo pobremente comparados do ponto de vista da
ancestralidade genética. Existe entdo confusdo entre o estado da doenga (caso ou
controle) e a ancestralidade genética, com um consequente aumento das
associacdes falso-positivas. Para promover uma estratificagdo populacional, as
populacdes subjacentes devem diferir na frequéncia dos alelos do polimorfismo
e devem ser representadas em diferentes frequéncias em grupos de casos e
controles. Detectar e controlar para estratificacdo populacional é extremamente
importante, especialmente em estudos de associacdo génica, quando pequenas
diferencas entre casos e controles podem apresentar importantes efeitos na

analise. Diversos métodos estdo disponiveis para detectar e corrigir a
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estratificacdo  populacional, incluindo controle gendmico, teste de

Cochran/Mantel-Haenszel e teste de transmissdao do desequilibrio.

2.1.9 Haplétipo

Consiste em um alelo de cada um dos diversos loci que sdo transmitidos
juntos dos pais para os descendentes. Utiliza-se o termo hapldtipo para o caso
em que todos os /oci envolvidos estdo no mesmo par de cromossomos; portanto,
todos os alelos envolvidos estio no mesmo cromossomo. Geralmente, mas nao
sempre, assume-se que todas as diferentes fases de um heterozigoto multiplo tém

o mesmo fendtipo.

2.1.10 Projeto “Human Haplotype Map”

Para testar a hipotese de doenca comum/variante comum em um feno6tipo, uma
metodologia sistematica ¢ necessaria para avaliar as variagdes comuns no
genoma humano. Primeiramente, ¢ necesséario identificar a localizacdo e a
densidade de polimorfismos comuns para identificar regides no genoma e locais
especificos que devem ser examinados em estudos genéticos. Além disso,
diferencas populacionais especificas em relagdo a variagcdo genética devem ser
catalogadas para que estudos com fendtipos em diferentes populagdes possam
ser realizados de maneira apropriada. Finalmente, correlagdes entre variantes
genéticas comuns devem ser determinadas para que estudos genéticos nao
necessitem coletar dados de forma repetida. O projeto internacional HapMap foi
desenvolvido para identificar variagdes. Esse projeto utilizou uma ampla
variedade de técnicas de sequenciamento para descobrir e catalogar
polimorfismos em populagdes descendentes de europeus, a populacdo africana

Yoruba, chineses Han de Beijing e japoneses de Toquio (12)(13). Esse projeto
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tem se expandido e ja incluiu 11 popula¢des humanas com genotipagem de mais
1,6 milhdes de polimorfismos (3). O genétipo disponibilizado pelo HapMap

permitiu a andlise do desequilibrio de ligacao.

2.1.11 Tracos Quantitativos

O locus em que os alelos determinam o grau de um fendtipo quantitativo €
chamado de QTL (quantitative trait locus) ou locus de trago quantitativo. De um
modo geral, as palavras “quantitativo” e “continuo” sdo utilizadas da mesma
forma para descrever um fenotipo. Entretanto, os tragos quantitativos podem ser
discretos. Deve se tomar cuidado ao realizar andlises de tracos quantitativos de

acordo com o tipo de distribui¢do normal ou anormal.

A transformacdo de um /ocus de trago quantitativo pode ser linear ou ndo
linear. Os alelos do locus de traco quantitativo t€ém um efeito aditivo se a
distribui¢do fenotipica do heterozigoto ¢ a média da distribuicdo fenotipica
correspondente aos dois homozigotos. Em relagdo ao fendtipo, o alelo A ¢
dominante em relacdo ao alelo B e o alelo B ¢ recessivo em relacdo ao alelo A se
a distribui¢do fenotipica inteira do heterozigoto AB for a mesma que a do
homozigoto AA. Qualquer variancia entre as médias fenotipicas dos genotipos
de um determinado /ocus acima ou abaixo devido a agdo do alelo aditivo ¢
conhecida por domindncia ou domindncia genética. Essa variante dominante
pode ocorrer como resultado de um alelo ser dominante em relagdo ao outro.
Porém, essa simples agdo do alelo ndo ¢ necessariamente implicada na variante
dominante. A presenga da variante dominante depende da escala de medida. Se a

distribuicdo fenotipica do heterozigoto ndo corresponder a média da distribui¢ao
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dos fenotipos dos dois homozigotos, podemos dizer que existe uma

codominancia.

O conceito de dominancia tem um significado diferente quando aplicado a
tracos quantitativos, como ocorre com a epistasia. Do ponto de vista estatistico,
dominancia pode ser considerada uma interac¢do intralocus ou uma contribui¢ao
ndo aditiva do alelo no fendtipo. Epistasia ¢ um termo genético, sendo atribuido,
nos dias atuais, a tragos quantitativos para indicar que ndo existe efeito aditivo
dos genétipos em dois ou mais Joci no fendtipo da populagio. E caracterizado,
do ponto de vista estatistico, como uma interacdo inter/ocus e, dessa forma,
depende de como o fendtipo ¢ mensurado. Interacdo estatistica ¢ um termo com
limitacdo semelhante, mas ndo estd restrito a fatores genéticos. Interagdo
estatistica deve ser cuidadosamente distinguida de interacdo bioldgica (14).
Enquanto a interagdo bioldgica ndo necessita da presenga da interacdo estatistica,
a presenca da interagdo estatistica implica a existéncia da interacdo bioldgica. A
magnitude de qualquer efeito de interacdo pode depender, de forma critica, de
como cada efeito individual ¢ definido (14). Geralmente, ndo existe perda da
capacidade de generalizagdo ao assumir a condi¢do de doenga (afetado ou ndo
afetado), ja que o traco quantitativo assume valores de 0 ou 1. Dessa forma, esse
valor médio representa a prevaléncia da doenca na populagdo. Se existe uma
medida quantitativa, como risco relativo ou odds ratio, o peso das medigdes vai
determinar se essa interacdo existe ou nao. Além disso, na existéncia de uma
doenga com fenotipo binario, a probabilidade de ser afetado ¢ frequentemente
transformada em logit, dando origem a chamada responsabilidade pela doenga, e

essa responsabilidade ¢ tratada como um fenotipo continuo.
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A variante dominante estd presente quando existe uma nao adi¢do intralocus
em um /ocus de trago quantitativo. Da mesma forma, a variante epistatica esta
presente quando existe ndo adi¢@o interlocus. Cada /locus fornece aumento para
seus proprios componentes da variante genética aditiva e da variante genética
dominante. Se varios loci afetam um Jlocus de trago quantitativo, existem

multiplos componentes de variancia epistatica.

2.1.12 Tecnologias de Genotipagem

Os estudos de associagdo do genoma inteiro (genome-wide association
studies) ou GWAS foram possiveis em fun¢do da disponibilidade da tecnologia
de chips de microarray que avaliaram mais de 1 milhdo de polimorfismos. Duas
plataformas tém sido utilizadas na maioria dos GWAS. Uma dessas plataformas
¢ a [llumina (San Diego, CA) e a outra ¢ a Affymetrix (Santa Clara, CA, EUA).
Essas duas tecnologias tém sido frequentemente avaliadas (15) e oferecem
diferentes técnicas para medir a variagdo dos polimorfismos. Por exemplo, a
plataforma Affymetrix marca pequenas sequencias de DNA como um ponto no
chip que reconhece um alelo especifico de um polimorfismo. Os alelos sao
detectados por hibridizacdo diferencial na amostra de DNA. Por outro lado, a
técnica da plataforma /llumina utiliza uma tecnologia com sequencias de DNA
mais compridas para detectar os alelos. Os chips da Il/lumina sdo mais caros,

porém fornecem melhor especificidade.

Outra questdo importante diz respeito aos polimorfismos disponiveis em
cada plataforma para o experimento. Isso pode ser importante conforme a
populacdo humana estudada. Por exemplo, ¢ importante utilizar um chip que tem

mais polimorfismos com melhor cobertura gendmica para estudos em africanos

30



que em europeus. Isso porque o genoma africano teve mais tempo para se
recombinar e, dessa forma, apresenta menos desequilibrio de ligacdo génica
entre os alelos nos diferentes polimorfismos. Mais polimorfismos sdo
necessarios para obter a variagio do genoma africano. E importante observar que
as tecnologias para mensurar a variagdo do genoma mudam rapidamente. As
plataformas de genotipagem baseadas em chips, como as mencionadas
anteriormente, estdo sendo substituidas por tecnologias de menor custos para o

sequenciamento do genoma inteiro.

2.1.13 Amplificacio do DNA por Reacio em Cadeia da Polimerase

(PCR)

Desde 1985, novos métodos de multiplicagdo de fragmentos de DNA tém
facilitado a analise molecular dos genes. A PCR ¢ uma reagado rapida, sensivel e
automatizada para multiplicar fragmentos de DNA a partir de pequenas
quantidades de DNA. E tio sensivel que pode ocorrer contaminagio por DNA

indesejado, necessitando de precaugdes especiais.

A PCR padrao ¢ um procedimento in vitro para amplificar alvos de
sequéncias de DNA através de pequenas quantidades de DNA de diferentes
origens. Essa amplificacdo seletiva necessita alguma informagao prévia sobre a
sequéncia de DNA que sinaliza o DNA alvo. Baseado nessa informacao, dois
primers de oligonucleotideos com aproximadamente 15-25 pares de bases (bp)
em comprimento sdo utilizados. Esses primers sao complementares a sequéncia
externa nas extremidades do local alvo com os dois filamentos de DNA e se
ligam de forma especifica. Durante cada ciclo de PCR, as moléculas de DNA

sao alternadamente desnaturadas e cada feixe de DNA ¢ utilizado como fundo
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para sintetizar um novo filamento até serem ligadas a um feixe complementar
sob condigdes controladas. A reagdo de PCR tem aproximadamente 25-35
ciclos. Cada ciclo envolve trés reagdes com temperatura e tempo controlados de
forma automatizada (ao redor de 1-5 minutos). As trés etapas em cada ciclo sdo
desnaturagdo do DNA com dois filamentos na temperatura de 93-95 °C para
DNA humano, reaquecimento do primer na temperatura de 50-70 °C,
dependendo da temperatura de derretimento do DNA de dupla hélice, e sintese
de DNA utilizando uma polimerase de DNA com estabilidade de calor ao redor
de 70-75 °C. A cada ciclo subsequente, 0 DNA recém sintetizado no ciclo
anterior funciona como um modelo para o seguinte. O primeiro ciclo resulta em
DNA recém sintetizado de comprimentos variados nas extremidades, ja que a
sintese continua para além das sequéncias alvo. Ao final, pelo menos 105 copias
da sequéncia alvo especifica estdo presentes. Isso pode ser visualizado através
um feixe Unico com tamanho especifico apds utilizar um gel de eletroforese.
Além do PCR padrdo, outros métodos de andlise de PCR tém sido

desenvolvidos.

A PCR reversa (RT-PCR) utiliza 0o mRNA como ponto de partida. Apds a
primeira fixa¢do do primer, um DNA complementar novo ¢ sintetizado por
transcri¢do reversa. Isso ¢ utilizado como modelo para um novo feixe de DNA.

Subsequentemente, diversas copias de cDNA sdo produzidas por PCR.

A PCR alelo-especifica foi designada para amplificar a sequéncia de DNA de
um alelo somente e excluir o outro alelo. Por exemplo, se o alelo 1 tem um par
de base A-T em um local especifico e o alelo 2 tem o par de base C-G, esses 2

alelos podem ser distinguidos através de uma PCR alelo-especifica.
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2.2 Estudos de Associacio Genética

Os estudos de associacdo genética avaliam a correlacdo entre a variacao
genética e a condi¢do de doenga para identificar genes candidatos ou regides no
genoma que contribuem para uma doenga especifica. Uma maior frequéncia de
polimorfismos ou genotipos em um grupo de individuos com a doenga pode ser
interpretada como se a variante testada aumentasse o risco de uma doenga
especifica. Os polimorfismos sd3o os marcadores mais amplamente utilizados em
estudos de associagdo; porém, marcadores microssatélites e inser¢des/delecoes

também podem ser utilizados.

Os estudos de associac¢do sdo a principal ferramenta para identificar genes
que conferem susceptibilidade a doengas complexas. Esses tragos e doengas sao
considerados complexos porque tanto fatores genéticos e quanto ambientais
contribuem para o risco da susceptibilidade. Ja existe uma ampla experiéncia
com estudos genéticos para diversas doengas complexas (como diabetes, doenga
cardiaca, doengas autoimunes e tragos psiquiatricos) que confirmam o fato de
que diversas variantes genéticas controlam o risco de desenvolver a doencga e

que cada variante ¢ capaz de exercer um efeito leve.

A associagdo genética significativa pode ser interpretada através de
associagdo direta em que o polimorfismo genotipado ¢ a variante causal
verdadeira que confere susceptibilidade a doenga. Também pode ocorrer por
associagdo indireta, quando o polimorfismo com a variante causal verdadeira ¢
genotipado num desequilibrio de ligacdo génica. Além disso, pode ser um
resultado falso-positivo, quando existe risco de erros sistematicos através da

estratificacdo populacional. A distingdo entre a associa¢do direta e a indireta
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pode ser desafiadora, pois pode requerer um novo sequenciamento da regido
candidata, genotipagem de todos os polimorfismos disponiveis ou realizagdo de

estudos funcionais que confirmem o papel decisivo dessa mutagdo na doenga.

2.2.1 Estudos de Associacdo Direta

O desenho mais simples de um estudo utilizado para testar uma associagdo ¢ o
estudo de casos e controles em que uma série de casos afetados pela doenga em
foco ¢ coletada juntamente com uma série de individuos controles. A escolha do
fenotipo dos casos pode definir a hipdtese a ser testada, sendo necessario ter
certeza da homogeneidade entre os casos. Dois métodos padrdo sdo utilizados
para coletar os dados entre os controles. O primeiro utiliza uma série de
individuos que foram triados como negativos para presenca da doenca. O
segundo método busca controles dentro da populacdo de forma randomizada;
porém, sem ter certeza quanto a condi¢cdo da doenca. Ambos esses grupos
controles podem ser utilizados em um teste de associacdo e podem apresentar o
mesmo poder para determinar uma doenca rara. Em doencas mais comuns, um
estudo com controles triados vai apresentar maior poder para detectar associagao
quando comparado a um estudo utilizando a populacdo em geral como controle.
Em diversas doengas, o rastreamento de controles para a presenca ou auséncia de
doenga pode ser dificil e a utilizacdo de uma grande amostra de individuos ndo

triados como controles pode ser mais eficiente.

2.2.2 Estudos de Associacdo Indireta

O desequilibrio de ligacao (linkage disequilibrium) é a propriedade dos
polimorfismos que determina em que grau o alelo de um determinado

polimorfismo ¢ herdado ou correlacionado a um alelo de um outro polimorfismo
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dentro de uma populacdo. O termo desequilibrio de ligacdo foi utilizado por
geneticistas populacionais numa tentativa de descrever matematicamente as
alteracdes na variacdo genética dentro da populagdo ao longo do tempo. Esse
termo estd relacionado ao conceito de ligacdo cromossdmica, onde dois
marcadores cromossOmicos se mantem fisicamente juntos num cromossomo ao
longo das geracdes dentro de uma familia. Eventos recombinantes dentro de uma
mesma familia ao longo das geragdes quebram esses segmentos Cromossomicos.
Esse efeito ¢ amplificado através das geragdes e também em uma populagdo com
tamanho fixo com acasalamentos aleatorios. A recombinagdo aleatoria de
eventos recombinantes ird quebrar segmentos cromossdmicos contiguos até que
todos os alelos da populagdo estejam em equilibrio de ligacdo ou independentes.
Dessa forma, a ligagdo entre os marcadores, em uma escala populacional, ¢

referida como desequilibrio de ligacao.

O enfraquecimento do desequilibrio de ligacdo ¢ dependente de diversos
fatores, incluindo o tamanho populacional, o nimero de cromossomos
fundadores na populagdo e o numero de geragdes que uma determinada
populacdo existiu. Dessa forma, diferentes subpopulagcdes humanas apresentam
diferente graus e padrdes de desequilibrio de ligacdo. Populacdes de origem
africana sdo as que possuem maior ancestralidade e menos regides de
desequilibrio de ligacdo devido ao acimulo de mais eventos de recombinagdo
nesse grupo. Populacdes de origem europeia e asiatica foram criadas por eventos
fundadores (uma amostra de cromossomos da populag¢do africana), os quais
alteraram o nimero de cromossomos fundadores e o tamanho populacional.
Essas populacdes apresentam mais regides de desequilibrio de ligacdo que as

populagdes de origem africana.
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Muitas medidas de desequilibrio de ligagdo tém sido propostas (16), mas
todas sdo relacionadas a diferenca entre a frequéncia observada de coocorréncia
para os dois alelos e a frequéncia esperada se os dois marcadores fossem
independentes. As duas medidas de desequilibrio de ligagdo mais utilizadas sao
D’ e 12 (12)(16). Os polimorfismos que sdo selecionados para capturar de forma
especifica a variagdo em locais proximos no genoma sdo chamados de
polimorfismos tag (rétulos), pois os alelos nesses polimorfismos “rotulam” as
areas adjacentes com desequilibrio de ligagcdo. Os padrdes de desequilibrio de
ligacdo sdo especificos de cada populagdo e esses polimorfismos tag
selecionados para uma determinada populagdo podem ndo funcionar para uma
populacdo diferente. O desequilibrio de ligagdo ¢ explorado nos estudos
genéticos para reduzir a chance de que os polimorfismos genotipados fornegam
informagdes redundantes. De acordo com a anélise dos dados fornecidos pelo
projeto HapMap, 80% dos polimorfismos comuns entre a populacdo de origem
europeia podem ser capturados ao utilizar um subgrupo de 500 mil a 1 milhao de

polimorfismos dispersos ao longo do genoma (17).

A presenca do desequilibrio de ligacdo cria dois possiveis desfechos
positivos para um estudo genético de associagdo. No primeiro desfecho, o
polimorfismo que influencia um sistema biologico leva ao fenotipo e esta
diretamente genotipado no estudo, sendo identificado como estatisticamente
significativo para um determinado traco. Esse cenario ¢ conhecido como
associagdo direta, e o polimorfismo genotipado ¢ conhecido como polimorfismo
funcional. No segundo desfecho, o polimorfismo ndo ¢ diretamente avaliado,
mas um polimorfismo fag com elevado desequilibrio de ligagdo com o

polimorfismo esta significativamente associado ao fenétipo. Isso ¢ conhecido
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como associagdo indireta (6). Em fungdo dessas duas possibilidades, uma
associagdo significativa de um polimorfismo num GWAS ndo deve ser assumida
como a variante causal, sendo necessario estudos adicionais para mapear de
forma precisa a localizagdo do polimorfismo em questdo. De forma conceitual, o
desfecho de um estudo de associagdo do genoma inteiro, sob a hipotese de
doenca comum/variante comum, serd que, em um painel de 500 mil a 1 milhao
de marcadores, serdo identificados polimorfismos comuns que estdo associados
a fendtipos comuns. Esse tipo de estudo necessita de tecnologia de genotipagem
com acuracia e de forma custo-efetiva para capturar os alelos de 500 mil a 1

milhdo de polimorfismos de cada individuo no estudo.

2.2.3 Mapeamento de Tracos Complexos

O conhecimento de que uma doenga herdada, como uma doenca complexa,
tem um componente hereditario significativo ndo indica que os genes e as
variantes moleculares sdo conhecidos. Tem se utilizado duas formas para
localizar e identificar genes que predispdem a doengas complexas ou contribuem
para a variancia genética de tragos quantitativos. O primeiro método ¢ a analise
de ligag¢do (linkage analysis), que utiliza pares de membros de uma mesma
familia, como irmdos com o mesmo fenotipo. O segundo método ¢ conhecido
por associacdo, a qual procura por alelos especificos com alta frequéncia em
individuos afetados em comparagdo com individuos nao afetados na populacao.
Ambas as formas apresentam vantagens e desvantagens em determinadas

situagoes.
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2.2.3.1 Analise de Ligacao para Tracos Complexos

A andlise de ligagdo ¢ um método poderoso de mapeamento de doengas
monogeénicas, mas dificilmente aplicavel para doengas complexas. As doengas
herdadas com tragos complexos ndo sdo passiveis de andlise que dependam do
conhecimento de um gene unico herdado com padrao de heranca mendeliano.
Por isso, alguns métodos ndo paramétricos tém sido desenvolvidos para nao
assumir a preocupacdo quanto ao nimero de /oci e determinar como os alelos
contribuem para esse determinado trago. Esses “modelos livres” dependem de
que se assuma o fato de que os pais afetados tém uma maior probabilidade de
apresentarem alelos que predispdem a doenca do que o esperado de forma

ocasional.

2.2.3.2 Analise de Ligacao para Tracos Qualitativos

Nesse método, somente irmaos concordantes em relagdo a uma doenga sio
utilizados. Isso elimina o problema de determinar se o individuo ndo afetado ¢
um carreador ndo penetrante dos alelos que predispdem a doenga ou
simplesmente ndo herdou esse alelo. Nao ¢ necessario que seja avaliado o
namero de /oci envolvidos ou o padrio de heranga. Os irmdos sdo analisados
para determinar se existem /oci em que o irmdo afetado compartilha alelos com
maior frequéncia do que 50% do esperado de forma ocasional. Nesse método de
analise de irmaos afetados, o DNA do irmio afetado ¢é sistematicamente
analisado através do uso de centenas de marcadores polimorficos ao longo do
genoma na busca por regides que sejam compartilhadas pelos dois irmaos de
forma significativa (mais frequente do que esperado de forma aleatdria). Quando

existir alto grau de compartilhamento de alelos em um marcador polimorfico,
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isso sugere que o /ocus relacionado a doenca esta proximo a esse marcador. Se o
grau de compartilhamento de alelos diverge significativamente de 50% do
esperado de forma ocasional, isso pode ser analisado por odds ratio para gerar
um escore LOD ndo paramétrico para casos de excesso de compartilhamento de
alelos. O escore LOD ¢ utilizado nas andlises de ligacdo para avaliar a
significancia da frequéncia de recombinagdo entre dois loci que parece ser

menor que 50%.

2.2.3.3 Analise de Ligaciao para Tracos Quantitativos

O método de ligagcdo baseado no compartilhamento de alelos pode também
ser utilizado para mapear /oci envolvidos em tracos complexos quantitativos.
Embora diversos métodos estejam disponiveis, um exemplo interessante ¢ o
método de alta discordancia entre irmaos. Nado ¢é necessdrio levar em
consideragdo o numero do /oci envolvido ou o padrdo de heranga. Pares de
irmaos que estdo nos extremos opostos da curva de Gauss sdo considerados
como discordantes para esse determinado trago quantitativo e podem ser menos
propensos a compartilharem alelos que contribuem para esse determinado trago.
O DNA de irmaos altamente discordantes ¢ entdo analisado de forma sistematica
através do uso de marcadores de polimorfismos ao longo de todo o genoma na
busca por regides que sdo compartilhadas entre os dois irmdos de forma
significativamente menos frequente do que o esperado de forma ocasional.
Quando os niveis de compartilhamento se encontram baixos em um determinado
marcador de polimorfismo, isso sugere que o marcador esteja ligado a um locus

com os alelos que contribuem para essa medida fisioldgica.

39



2.2.3.4 Associacdao com a Doenca

Um método novo de investigacdo da contribuicdo genética em doengas
complexas se apoia na busca de alelos especificos que estejam associados com a
doengca. A presenca de um determinado alelo num Jlocus com frequéncia
aumentada ou diminuida em individuos afetados em relagdo aos controles ¢
conhecido por associagdo com a doen¢a. Em um estudo de associagdo, a
frequéncia de um determinado alelo ¢ comparada entre individuos afetados e nao

afetados na populagdo.

Se o tipo de estudo ¢ de caso-controle, ¢ necessario que individuos com a
doenca sejam selecionados na populagdo e comparados a um grupo controle sem
doenga. Além disso, € necessario que os genotipos desses individuos sejam

avaliados. A associagdo entre o gen6tipo e a doenga ¢ calculada por odds ratio.

Os métodos de associagdo sdo ferramentas poderosas para localizar de
forma precisa genes que contribuem para a doenga genética através da
demonstracdo dos genes e dos alelos responsaveis. Sdo estudos de execugdo
relativamente facil, sendo necessaria somente a coleta de amostras de individuos

afetados e controles.

Os estudos de associagdo devem ser interpretados com cautela, pois existe
um alto risco de que um alelo de um /ocus especifico descoberto nao seja capaz
de provar envolvimento na patogénese da doenga. Existem duas maneiras de um
alelo em particular estar associado sem que seja realmente causador da doenga.
O principal problema envolvido numa associagdo artificial ¢ causado pela
estratificacdo populacional. Se a populacdo estiver estratificada em

subpopulacdes separadas (como etnia ou religido) e membros de uma
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subpopulagdo raramente acasalam com membros de outras subpopulagdes, entdo
a doenga que parece ser mais comum em uma subpopulagdo estd incorretamente
associada aos alelos encontrados. Associagdes ficticias em fun¢do da
estratificacdo populacional podem ser minimizadas através de uma cuidadosa
selecdo dos controles. Novos métodos tém sido desenvolvidos para testar

associacgdes entre doencas e alelos especificos dentro das familias.

Uma segunda limitagdo ¢ o fato de que muitos /oci podem estar no mesmo
desequilibrio de liga¢dao. Por exemplo, dois loci proximos t€m dois alelos que
estdo em desequilibrio de ligagdo em relagdo ao outro. Isso significa que quando
um desses alelos esta presente num haplotipo, o outro também tem uma chance
aumentada de estar presente nesse mesmo hapldtipo. De fato, todos os alelos no
desequilibrio de ligagdo com um alelo no locus envolvido com a doenga vao
demonstrar uma associa¢do aparentemente positiva, mesmo se apresentar
relevancia funcional na susceptibilidade a doenga ou ndo. A associacdo baseada
no desequilibrio de ligagdo ¢ muito util, especialmente quando os alelos
associados estdo perto o suficiente do /ocus da doenca para parecerem estar

associados.

2.3 Estudo de Associacio do Genoma Inteiro (Genome-wide Association

Study - GWAS)

Os GWAS foram inicialmente propostos por Botstein et al (18). O principio
¢ o de genotipar diversas variantes genéticas comuns ao longo do genoma, as
quais podem agir como representantes de variantes ndo genotipadas pela heranca
em comum de variantes vizinhas em um segmento do cromossomo. Botstein

sugeriu que fosse utilizado um painel com polimorfismos de fragmentos com
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comprimento restrito (restriction fragment length polymorphisms, RFLPs) para
examinar como a transmissdo familiar de variantes alélicas rastreiam a
transmissdo do fendtipo. Quando o polimorfismo apresenta ligacdo significativa
com uma determinada doenca, marcadores adicionais podem ser genotipados
nessa regido. Tal procedimento ¢ conhecido como mapeamento fino com o
sequenciamento para identificar o gene e a variante responsavel. A andlise da
transmissao familiar por ligagdo tem sido utilizada de forma bem-sucedida para
identificar variantes raras subjacentes a mais de 2.000 doengas monogénicas até
hoje. As doencas monogénicas, como a hipercolesterolemia familiar, sdo
relativamente menos comuns na populacdo e sdo tipicamente causadas por
variantes raras, geralmente levando a alteragdes na sequéncia de aminoécidos e,
consequentemente, a doenga. As doengas complexas, por outro lado, resultam de
contribuicdes de multiplos fatores genéticos e ambientais, sendo tipicamente
doengas mais comuns. Conforme abordado por Risch & Merikangas (19), os
estudos de ligacdo falham em identificar variantes comuns em tracos

multifatoriais devido a limitagdes inerentes ao método.

O sucesso dos estudos de associagdo do genoma inteiro iniciou a partir da
identificacdo de dezenas de variantes genéticas comuns associadas a doencas e
tracos comuns. Essas descobertas estimularam novos pensamentos sobre a
arquitetura genética de tragos comuns através da evidéncia de que variagdes
comuns explicam, pelo menos em parte, a variacdo no risco de desenvolver
doengas frequentes, sendo mais conhecido com hipétese da doenga

comum/variante comum (20).

Os GWAS utilizam marcadores abundantes e facilmente identificaveis, os

polimorfismos, que sdo substituigdes de um par de base Unico com uma
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frequéncia do alelo menor superior a 0,01. Fundamentalmente, esses estudos de
associagdo sdo simples e testam a hipotese de que a frequéncia do alelo difere

entre os individuos com diferentes fenotipos.

Embora esses estudos tenham sido propostos ha mais de 20 anos, somente
apos a divulgacdo do sequenciamento completo do genoma humano isso foi
possivel (21) através da publicagdo de milhdes de polimorfismos em bancos de
dados publicos (22), desenvolvimento de tecnologia de genotipagem de alta-

resolu¢do e publicacdo final do Human Haplotype Map (HapMap) (12).

Antes da era dos GWAS, poucos polimorfismos avaliados através de genes
candidatos eram replicaveis (23)(24). Isso era explicado em parte por pobre
desenho de estudo, erro de genotipagem, estratificacdo da populacdo, valor p
com limiares permissivos com resultados falso-positivos e tamanho de amostra
inadequado, derivando em resultados falso-negativos. Atualmente, grupos como
o do US National Cancer Institute ¢ do National Human Genome Research
Institute sugerem padrdes para a realizacdo de estudos de associacdo genética

(25).

2.3.1 Estudos de Associacio do Genoma Inteiro em Humanos

Como em todos os estudos epidemioldgicos, o primeiro passo ¢ definir
cuidadosamente o traco em estudo e utilizar decidir sobre o uso de uma variavel
qualitativa ou quantitativa. Os tragos quantitativos geralmente aumentam o
poder através de uma informacdo mais ampla, mas também podem diminuir o
poder se as medi¢des ndo forem precisas. Alguns tragos, como as doencas, sdo
por definicdo qualitativos, mas podem ser medidos de forma quantitativa. Da

mesma forma, tracos quantitativos podem ser analisados de forma qualitativa
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através da aplicacdo de ponto de corte, como ao comparar individuos nos

extremos da curva de distribui¢do para reduzir a heterogeneidade.

Quando forem utilizados tragos qualitativos em estudos de casos e controles
(como no diabetes tipo 2), deve-se sempre ter cuidado quanto a classificacdo dos
individuos e a representatividade da populacdo. Como em todos os estudos que
avaliam etiologia, ¢ importante definir o fenotipo da forma mais precisa possivel
em relacdo ao mecanismo para aumentar o poder estatistico através da redugao
da heterogeneidade. O equilibrio apropriado entre um critério cuidadoso de
inclusdo e um amplo tamanho amostral deve ser considerado de acordo com o

traco em estudo.

E muito provavel que a maioria dos tracos humanos que apresentam
variabilidade tem componente genético. Entretanto, esta bem estabelecido que o
grau de hereditariedade difere amplamente entre os tragos e a hereditariedade
reflete o total de efeito da variacdo genética, assim como fatores ambientais e
comportamentais segregados em familias. Por isso, pode ser util avaliar a parcela
de variabilidade de um dado trago explicado pela hereditariedade antes de iniciar
a execucdo de um caro GWAS. Dessa forma, se a hereditariedade de um trago ¢
baixa, problemas com a defini¢do do trago, erros de medida ou outros erros
sistematicos podem gerar vieses nos estudos de associagdo genética. Nesses
casos, pode-se tentar enriquecer os efeitos genéticos através da avaliagdo precisa
de subfenotipos bem definidos (como medidas de resisténcia a insulina, ao invés

do diagndstico de diabetes tipo 2).

Para examinar se existe evidéncia de hereditariedade, sugere-se realizar

uma ampla revisdo critica da literatura, assim como analises de hereditariedade
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na amostra utilizada, especialmente em familias. Geralmente, os estudos que
avaliam hereditariedade examinam a agregagdo familiar, concordincia entre
monozigoticos quando comparados a gémeos dizigoéticos e risco de recorréncia

entre irmaos (26).

As formas mais comuns de amostras utilizadas sdo os estudos de caso-
controle, estudos de coorte, estudos baseado em familias e estudos de
populagdes isoladas. Geralmente, a escolha do tipo de amostra deve ser baseada

na prevaléncia e na segregacao familiar do fendtipo de interesse.

A analise de caso-controle € o tipo de amostra mais amplamente utilizado,
J& que os casos e controles sdo facilmente comparaveis e com baixo custo de
coleta. Entretanto, esse desenho de estudo é mais sensivel a diferentes formas de
vieses, especialmente viés de selecdo e confusdo pela ancestralidade com base
na estratificagdo populacional. A fim de evitar problemas com a estratificagdo
populacional, os controles devem sempre ser selecionados da mesma populacao
dos casos. A estratificagdo populacional pode ser ajustada para andlise dos
dados, mas alguns passos devem ser tomados para minimizar e antever os
potenciais problemas nesse desenho de estudo. A combinagdo para sexo e outras
variaveis dicotdmicas com forte impacto no fenétipo pode ser também realizada
para aumento de poder, pois isso reduz as contribui¢des ndo genéticas na
variagdo do trago. Um poder adicional pode advir de uma atencdo extra para os
casos com historia familiar de determinada condi¢cdo, conhecido com amostra

enriquecida, mas isso ainda ndo estd provado.

A propor¢do de controle e casos ¢ uma questdo dependente da

disponibilidade de recursos. Pode existir op¢do entre o aumento da proporcao de
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controles em relacdo aos casos, ao invés de manter a proporcdo de 1:1 e
aumentar o nimero de pares de casos e controles. No entanto, o estudo ¢ mais
poderoso com um maior nimero de pares de casos e controles. Entretanto, para
tracos como morte cardiaca stbita, em que os casos ndo estdo necessariamente
disponiveis para aumentar o nimero de pares de casos e controles, o aumento do
nimero de controles para 2 a 3 vezes o numero de casos pode contribuir para o
aumento de poder estatistico. Esse aumento da propor¢ao para 3:1, com minimo
aumento adicional de poder, pode ser pouco interessante em fungdo dos custos
de genotipagem. Se esses controles estiverem disponiveis, porém sem o custo
adicional da genotipagem, ndo existe desvantagem no aumento do nimero de

controles.

Os estudos de coorte sdo mais dificeis e caros de coletar, ja que envolvem
a fenotipagem de uma grande populag¢do de individuos e frequentemente com
longos periodos de seguimento para detectar os eventos. Esses estudos tém a
vantagem de serem mais representativos da populagdo e, por isso, com menos
propensao aos vieses. Entretanto, a condicdo em estudo deve ser relativamente
comum na populacdo para um estudo com poder satisfatério, sendo de dificil
aplicacdo nas doengas raras. Enquanto existe menor risco de viés de selegdo
entre casos e controles, pode haver redugdo da precisdo ao mensurar os
desfechos. Existe a vantagem de que os individuos podem ser examinados e
acompanhados para diversos tragos diferentes, como foi realizado no estudo de

Framingham (27).

Se o fenotipo € qualitativo, raro e tem baixa taxa de segregacao nas familias,
um estudo de andlise familiar pode ser muito util. Entretanto, a agregagdo
familiar pode ser devido ao compartilhamento dos mesmos fatores ambientais
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com raras variantes genéticas. Os estudos em familias se baseiam na frequéncia
de transmissdo dos alelos dos pais heterozigotos aos individuos afetados em
relacdo ao que seria esperado de forma aleatéria. Existem métodos que analisam
somente os componentes dentro das familias e tém a vantagem de ndo necessitar
da informagdo fenotipica dos pais e da estratificacdo populacional. Além disso,
diversos métodos tém sido desenvolvidos para aumento de poder ao incorporar
componentes dentro das familias e entre familias. Estudos em familias sdo
vantajosos na avaliagdo das doencas pediatricas, sendo a maior desvantagem o
fato de averiguar os genotipos familiares. Além disso, todos os estudos de
transmissdo familiar s3o mais sensiveis a associagdes falso-positivas em funcao

de erros de genotipagem do que estudos de individuos nao relacionados (28).

As populagdes isoladas podem apresentar fortes efeitos fundadores em
que a variagdo genética ¢ reduzida e o desequilibrio de ligacdo ¢ aumentado.
Essas amostras tém sido provadas como ferramentas de muito valor em
identificar genes para tragos mendelianos através da analise de ligacdo em
fung¢do da baixa heterogeneidade genética e ambiental. O valor em GWAS ¢
menos importante, ja que os tamanhos de amostra sdo menores, existe duvida
quanto a comparacdo com outras populacdes e o excesso de relacdo entre os

individuos gera dificuldades analiticas.

A estratificacdo populacional também ¢é conhecida por confusdo por
ancestralidade, a qual ocorre quando as amostras sdo compostas por subgrupos
com diferengas nas frequéncias alélicas, em fun¢do tanto das diferencas na
ancestralidade como do excesso de relagdo entre os individuos com consequente
diferencas fenotipicas. Isso pode confundir um estudo, resultando em achados
falso-positivos e falso-negativos (29).
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O poder para detectar uma associagdo com apoio estatistico suficiente para
distinguir um resultado de um achado aleatério depende de tamanho da amostra,
tamanho de efeito e cobertura da variagdo genética na andlise genotipica. Em
variantes comuns, o tamanho de efeito esperado ¢ o risco relativo genotipico
menor que 2, o que ¢ consistente com o tamanho de efeito utilizado na maioria
dos estudos de associacdo do genoma inteiro, sendo geralmente entre 1,1 e 1,5.
As frequéncias alélicas menores na maioria dos GWAS variam entre 0,01 ¢ 0,5,
mas o poder para detectar efeitos ¢ baixo na extremidade menor do espectro de
frequéncias. A cobertura gendmica reflete a propor¢cdo de todas as variantes
genéticas em que as variantes genotipadas isoladamente ou de forma agregada
(como haplotipos) funcionam como representante a um certo nivel de
desequilibrio de ligagdo medido através de um coeficiente (). O r* seria a

propor¢ao da variagdo de um polimorfismo explicado por outro polimorfismo.

A associacdo entre o fenotipo e o gendtipo ¢ avaliada através da
comparagdo de padrdes dos alelos entre os individuos com diferentes fenotipos.
Todos os padroes de heranga (aditivo, dominante ou recessivo) podem ser
avaliados em testes de alelos individuais com 1 grau de liberdade, o que aumenta
o poder estatistico para detectar efeitos que seguem um modelo em especial e
também o niimero de hipoteses testadas. Dessa forma, a maioria dos estudos de
tracos qualitativos com padrdo de heranga alélico desconhecido tem utilizado
testes genotipicos genéricos ou testes aditivos de tendéncia alélica. O teste
genotipico geral compara a distribuicdo entre as frequéncias dos trés gendtipos
(homozigoto dominante, homozigoto recessivo e heterozigoto) entre casos e
controles e frequentemente utilizam testes de qui-quadrado de Pearson com 2

graus de liberdade ou teste exato de Fischer. O teste de tendéncia alélica assume
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um modelo de genética aditiva e testa se a angula¢do de uma linha de regressao
com os trés genodtipos como varidveis independentes difere de zero e pode ser
ajustada para covariancia. O teste de tendéncia mais frequentemente utilizado ¢é
o teste de Cochran-Armitage, enquanto o teste de qui-quadrado para frequéncia

alélica menor nao é recomendado (30).

Em tragos quantitativos, a inferéncia estatistica ¢ realizada utilizando tanto
com uma regressao linear quanto com o ANOVA (baseado num modelo geral).
Ambos os testes necessitam que o trago apresente distribuicdo normal, o que
pode ser alcancado por transformagdo (como logl0) se o traco ¢ positivamente

inclinado e ajustado para covariaveis relevantes.

Existe um grande problema em discussdo a respeito dos testes multiplos
realizados nos GWAS. O Wellcome Trust Case Control Consortium estabeleceu
um limiar de 5 x 107 baseado em calculos de poder estatistico. Mostrou que em
um estudo com 2.000 casos e 3.000 controles alcancou 80% de poder para
detectar uma associagdo com esse limiar de significAncia para polimorfismos
com uma frequéncia alélica menor superior a 0,05 e um risco relativo de 1,5.
Além disso, houve uma queda para um poder de 43% para um risco relativo de
1,3 (31). O tamanho de efeito de um polimorfismo ¢ calculado como o odds
ratio ou risco relativo pelo gendtipo em tracos qualitativos e como um
coeficiente beta em um modelo de regressdo, o que pode ser interpretado como o

efeito de cada alelo adicional nos tragos quantitativos.

Em fungdo das dificuldades em especificar o limiar de significincia em
GWAS e a ampla diversidade de potenciais erros metodoldgicos, a prova final

da associagdo deve advir da replicacdo de polimorfismos significativamente
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associados em amostras independentes (25). Mesmo para polimorfismos perto
de genes que constituem fortes candidatos biologicos, ainda ¢ importante
replicar a associacdo em amostras independentes a fim de aumentar a
confiabilidade dos achados. A validagdo técnica implica em analisar novamente
o polimorfismo associado em plataformas de genotipagem diferentes e fornecer
evidéncia de que uma associagdo observada ndo ocorreu por erros sistematicos

de genotipagem.

Os estudos de associagdo do genoma inteiro ndo podem fornecer uma
identificacdo inequivoca de genes causadores, mesmo se o polimorfismo
associado esta proximo ou em um gene. No entanto, diversos estudos de
associacdo do genoma inteiro t€ém encontrado forte associacdo de determinadas
regides do genoma com diversos genes candidatos, enquanto outros encontraram
regides sem genes conhecidos. Isso possivelmente ocorre em fungdo de
elementos regulatorios remotos, amplas regides de desequilibrio de ligagdo ou

anotacdo incompleta do gene.

O primeiro passo na dire¢ao de identificar uma variante causal ¢ examinar se
o polimorfismo que demonstrou a associagdo mais forte em um /ocus ou
qualquer polimorfismo altamente correlacionado pode ser um polimorfismo
funcional. A informacdo sobre a fun¢do do polimorfismo relacionado a genes
proximos esta disponivel em bancos de dados publicos como o dbSNP. Em
segundo lugar, o mapeamento detalhado de polimorfismos adicionais
sabidamente correlacionados no HapMap, acima de um determinado limiar, com
o polimorfismo mais significativo em Jocus, pode ser realizado através do
estreitamento do locus para resequenciamento e para andalise dos polimorfismos
funcionais associados.
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A meta-andlise ¢ um estudo que agrupa multiplos estudos para aumento de
poder. Em GWAS, essa técnica tem identificado variantes comuns adicionais
com menor efeito em diversos tragos, o que pode gerar novos pensamentos sobre
a fisiopatologia. A maioria dos estudos inclui somente individuos do mesmo
“continente ancestral”, e as meta-andlises podem agrupar essas amostras com

aumento significativo de poder (32).

2.3.2 Estudos de Associacio do Genoma Inteiro em Camundongos

O objetivo principal do estudo genético em camundongos ¢ o entendimento
do mecanismo da doenca humana. Existem diversos intercambios entre estudos
em humanos e camundongos. O mais importante ¢ destacar que os estudos em
camundongos sdo limitados a modelos de doencas que sdo somente

aproximacgdes das doencas humanas.

Até recentemente, o cruzamento genético era a forma mais comum de
desenho de estudo para identificar sequéncias variantes que contribuem para a
variagdo fenotipica em camundongos. Num cruzamento, duas linhagens
consanguineas sdo acasaladas e sua prole ¢ acasalada entre si (intercross) ou
com uma linhagem progenitora (retrocruzamento). A prole da segunda geragado ¢
fenotipada e genotipada. Finalmente, um estudo de ligacdo ¢ realizado para
identificar uma regido associada a um determinado trago (33). Essa técnica tem
identificado milhares de QTLs para diversos fendtipos e doencas. Entretanto,
cada locus de trago quantitativo ¢ uma regido ampla, geralmente dezenas de
megabases € contém centenas de genes. O processo de identificar uma variante
causal e o gene envolvido ¢ caro e dificil. De milhares de QTLs identificados,

somente uma pequena fracao de genes tem sido identificada.
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Esses resultados se comparam pobremente ao recente sucesso dos GWAS
em humanos, que tém descoberto centenas de genes envolvidos em dezenas de
doengas comuns (34). Entretanto, os estudos com camundongos demonstraram
que os estudos de cruzamento necessitam de poucas centenas de animais para
identificar /oci, que agregados, explicam 50% ou mais da variancia fenotipica
para um determinado trago (35). Esse achado ¢ impactante se comparado aos
estudos em humanos, os quais necessitam de milhares de individuos para
identificar loci que estdo envolvidos em um dado trago. Além disso, os loci
identificados explicam somente uma pequena fracdo da variancia fenotipica
(36). Essas observacdes estimularam o desenvolvimento de novas formas de
explorar a variagdo genética em camundongos para identificar as bases genéticas
das doengas e dos tragos mapeados em humanos. Além disso, os estudos com
camundongos tém diversas vantagens em relacdo aos estudos em humanos,
especialmente acesso a tecidos relacionados as doengas, maior habilidade de
controlar fatores ambientais e uma melhor caracterizacdo de genes candidatos

(37).

Diversas novas estratégias de cruzamento genético tém sido
desenvolvidas em camundongos e complementadas pelas mesmas tecnologias
utilizadas em humanos. Essas estratégias estdo utilizando as técnicas de
microarray (38)(39) e as técnicas de sequenciamento, que estdo possibilitando
um mapeamento completo da variacdo genética em diversas linhagens de
laboratério. Recentemente, o Sanger Institute sequenciou 17 genomas de
camundongos e descobriu 71 milhdes de polimorfismos (40), gerando um mapa
completo da variagdo genética em camundongos. Enquanto isso, o Jackson

Laboratory em conjunto com a Universidade da Carolina do Norte, tem

52



desenvolvido um microarray para genotipagem de camundongos conhecido por
Mouse Diversity Array, o que mede 600.000 gendtipos e pode ser aplicado em
centenas de diferentes linhagens de camundongos de laboratorio (41). O
resultado desses esfor¢os ¢ uma grande revolucdo no cenario da variacao

genética e novos pensamentos sobre a origem (42).

Em um esforco em separado, diversos programas de reproducdo de
camundongos em larga escala tém gerado linhagens consanguineas com
propriedades genéticas vantajosas para a realizacdo de estudos genéticos. Além
disso, existe um esfor¢o para expandir a populagdo de linhagens recombinantes e
o desenvolvimento de novas linhagens, como desenvolvido pelo Collaborative
Cross Project (43). Além disso, esforcos recentes para caracterizar linhagens de
camundongos comercialmente disponiveis tém provido uma alta resolucdo para

o mapeamento de tragos complexos.

Nos ultimos anos, t€ém sido desenvolvidas estratégias para estudos de
associagdo do genoma inteiro em camundongos através da maior disponibilidade
de linhagens e ferramentas para sequenciamento em larga escala, genotipagem e
fenotipagem. Essas estratégias diferem de acordo com a base genética do
camundongo que ¢ incluido no estudo, a informag¢ao genética coletada e a forma
como os fenotipos sdo mensurados. Essas técnicas identificaram /oci envolvidos
em diversas tracos complexos, como niveis de lipidios e triglicerideos (44)(45),
densidade mineral Ossea (46), condicionamento ao medo (47), propor¢ao de
albumina e creatinina na urina (45), pressdo arterial (45), exercicio e

metabolismo (48) e susceptibilidade a doencgas infecciosas (48).
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A mais importante propriedade de um estudo de mapeamento genético € o
calculo antecipado do poder estatistico. O poder estatistico mede a probabilidade
de detectar um efeito genético de um determinado tamanho, dado o niimero e o
tipo de animais incluidos no estudo. De forma simples, o poder estatistico pode
ser pensado como a probabilidade do estudo de descobrir um locus com certo
efeito para um dado traco. Por exemplo, um estudo com 90% de poder para
detectar um /ocus de trago quantitativo que explica 10% da varia¢do encontrara
um Jocus de traco quantitativo dessa magnitude ou maior com uma

probabilidade de 0,9, assumindo que esse QTL existe na populacdo em estudo.

A medida da resolugdo do mapeamento mede o tamanho do intervalo
identificado no estudo. A resolu¢do afeta o nimero de genes que serdo
identificados como candidatos e associados ao traco afetado pela variante. Uma
baixa resolucdo significa que mais genes e variantes t€ém que ser testados para
confirmar ou excluir o seu papel na contribui¢do da variacdo fenotipica. Uma

alta resolucdo significa que menos genes e variantes necessitam ser testados.

2.3.3 Novas Estratégias para Estudos Genéticos em Camundongos

2.3.3.1 Associac¢io classica com linhagens classicas

A técnica de associacdo de linhagens consanguineas gera um mapeamento
com maior resolu¢do quando comparado ao cruzamento genético comum. Isso
ocorre em funcdo da maior separacdo por diversas geracdes entre o0s
descendentes e os fundadores de cada linhagem consanguinea de camundongos.
Essa relacdo mais distante gera diversos eventos recombinantes entre os
genomas das linhagens fundadoras e, consequentemente, aumenta a resolugao do

mapeamento para aproximadamente 2 Mb (megabases), conforme publicado nos
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estudos iniciais. Essa técnica tem diversas outras vantagens em comparagdo com
os cruzamentos genéticos. Em primeiro lugar, as linhagens classicas para o
estudo de associagdo do genoma inteiro ndo necessitam de nenhum processo de
reproducdo, ja que as linhagens utilizadas para a fenotipagem podem ser
diretamente compradas de empresas como o Jackson Laboratory, reduzindo o
tempo e o custo do estudo se comparadas ao cruzamento genético. Em segundo
lugar, o uso das diversas linhagens cldssicas em um estudo de associacdo do
genoma inteiro aumenta a variagdo genética, pois inclui mais do que somente as
duas linhagens parentais de um cruzamento. Em terceiro lugar, sdo estudos
facilmente reprodutiveis, j4 que exatamente as mesmas linhagens podem ser
utilizadas num estudo confirmatorio, pois a estrutura genética de cada animal ¢
idéntica ao estudo original. Finalmente, as linhagens consanguineas sao
homozigotas em cada locus, aumentando o poder da associagdo, especialmente

para os /oci recessivos.

O primeiro estudo de associagdo com linhagens consanguineas ganhou
interesse ao aplicar técnicas em maior escala. Esse interesse gerou o
desenvolvimento do Mouse Phenome Project (49), um projeto do Jackson
Laboratory que tem por objetivo criar um amplo catdlogo de fenotipo para cada
linhagem consanguinea. Atualmente, a maioria das linhagens estdo genotipadas
ou sequenciadas, e seus gendtipos estdo disponiveis em bases de dados publicas
(40). Dessa forma, os pesquisadores ndo necessitam obter os gendtipos

experimentalmente.

Na época do primeiro estudo com linhagem consanguinea, parecia que essa
estratégia tinha poder adequado para identificar a variagdo genética relacionada a
um determinado trago. Entretanto, agora se entende que diversas associagdes
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identificadas foram causadas pela estrutura populacional. Os diferentes graus de

relacdo entre as linhagens geraram associagdes falso-positivas (50).

Um desafio em GWAS em camundongos ¢ o complexo relacionamento entre
as linhagens incluidas no estudo. Algumas dessas diferengas vém de origens
ancestrais distintas, como as diferencas entre linhagens derivadas de
camundongos selvagens e linhagens cléassicas, as quais sdo descendentes de um
camundongo domesticado (42). Além disso, entre as linhagens, existe
variabilidade no grau em que cada regido especifica do genoma ¢ compartilhada
em funcdo do complexo processo de reproducdo. Os testes de associagdo
estatistica assumem que os fenotipos dos individuos na associacdo sdo
independentes. Entretanto, em funcdo do complexo relacionamento genético,
esse conceito ¢ violado nos estudos de associagdo do genoma inteiro em
camundongos. Linhagens intimamente relacionadas vdo apresentar fenotipo
mais semelhante quando comparadas as linhagens mais distantes. Esse
fendmeno ¢ conhecido por estrutura populacional, o qual gera associagdes
espurias. Recentemente, métodos de andlise estatistica t€ém sido desenvolvidos
para corrigir esse problema, especialmente o Efficient Mixed-Model Association

(EMMA) (51).

2.3.3.2 Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP)

Enquanto os estudos de associagdo classica tém vantagens como resolucao,
custo, cobertura e reprodutibilidade, a principal fraqueza era a falta de poder
para associacdo do genoma inteiro e falha em conduzir a estrutura populacional.
Uma extensdo do desenho de estudo com linhagens consanguineas cléssicas ¢ o

HMDP (44). O HMDP aumenta o poder estatistico dos estudos de associacao
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classica ao incluir um grupo de 70 linhagens recombinantes de camundongos no
painel de mapeamento. Nesse desenho, aproximadamente 100 linhagens sdo
fenotipadas (30 linhagens consanguineas classicas e 70 linhagens
recombinantes) e a associacdo ¢ realizada apds a correcdo para estrutura
populacional utilizando o EMMA. A resolu¢do do mapeamento de um estudo de
associagdo que utiliza somente linhagens recombinantes ¢ menor que um estudo
que utiliza linhagens consanguineas classicas. Entretanto, a utilizacdo de uma
populacdao combinada incluida no HMDP gera um elevado poder estatistico (das
linhagens recombinantes) e uma elevada resolucdo (das linhagens consanguineas
classicas). O conjunto de linhagens incluido no HMDP foi determinado através
de simulacdo de célculos de poder (52). O HMDP tem uma resolugdo

aproximada de 2 Mb de tamanho de intervalo.

Em fung¢do do fato de que todas as linhagens sdo consanguineas, mantém-se
a mesma vantagem que advém dos estudos com somente linhagens classicas
consanguineas como custo, cobertura e reprodutibilidade. Uma limitacdo do
HMDP é o numero de linhagens consanguineas, especialmente recombinantes. E
bem provavel que o nimero maximo de linhagens nesse tipo de estudo varia
entre 200 e 300, mesmo se todas as linhagens atualmente disponiveis forem

utilizadas, sendo o limite superior de poder estatistico do HMDP.

O painel HMDP com 8-10 animais por linhagem tem aproximadamente 80%
de poder em detectar /oci que correspondem por aproximadamente 5% da
variancia de um trago. A técnica do HMDP tem estudado uma grande variedade
de fendtipos como niveis de lipideos (44), densidade mineral dssea (46) e
condicionamento ao medo (47). Esses estudos destacam a vantagem do aumento
da resolucdo, permitindo a identificagdo de genes em determinados /oci, como a

57



previamente conhecida apolipoproteina A2 (Apoa2?) no colesterol HDL
(lipoproteina de alta densidade) (44) e a nova associagdo com o additional sex

combs-like 2 (Asxl2) com densidade mineral 6ssea (46).

2.3.3.3 Collaborative Cross

O Collaborative Cross ¢ um esfor¢o em larga escala para criar um conjunto
de linhagens consanguineas recombinantes que serdo  construidas
exclusivamente para os estudos de mapeamento de tragos complexos e para
aplicagdo nas técnicas de andlise dos sistemas bioldgicos para genética dos
camundongos (43)(48)(53). Diferente do HMDP, que consiste nas linhagens
atualmente disponiveis, o Collaborative Cross tem gerado novas linhagens
consanguineas utilizando um plano especifico de reprodugdo. A linhagem
consanguinea recombinante tem sido derivada de oito linhagens fundadoras com
o objetivo de produzir animais que t€ém, em média, uma mesma combinagdo de
ancestralidade de cada fundador. Cinco dos fundadores sdo de linhagens
consanguineas classicas e trés sdo de linhagens selvagens. As linhagens
consanguineas classicas ndo possuem variantes em muitos genes. Entdo, o uso
de linhagens selvagens geraria um aumento substancial na quantidade da
diversidade genética no Collaborative Cross e a vantagem ao cobrir uma maior
variagdo quando comparado a outras estratégias. Provavelmente existem mais
variantes nos genes que perturbam tragos de interesse. O Collaborative Cross
tem uma segunda vantagem, que seria o fato de apresentar menos estrutura
populacional em comparacdo com as outras estratégias. Mesmo que existam
técnicas, como o EMMA, que corrigem para estrutura populacional, a presenca
da estrutura populacional continua representando um efeito negativo no poder
estatistico.
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Tem ocorrido uma intensa atividade relacionada ao Collaborative Cross, ja
que as primeiras linhagens estdo proximas de estarem disponiveis (54)(55).
Embora as linhagens disponiveis pelo Collaborative Cross ainda nio estejam
disponiveis, alguns estudos vém utilizando formas incompletas de linhagens
consanguineas do Collaborative Cross. Um estudo publicado recentemente

mapeou de forma bem-sucedida diversos fenotipos hematologicos (56).

2.3.3.4 Estoque Heterogéneo (heterogeneous stock)

O nimero limitado de linhagens consanguineas que estdo atualmente
disponiveis ou que podem ser geradas por esforcos como o Collaborative Cross
colocam um limite no poder estatistico que pode ser alcangado em um estudo
genético com camundongos que utiliza linhagens consanguineas. Uma estratégia
¢ o uso de camundongos ndo consanguineos. Esses estudos incluem estoques
heterogéneos de camundongos (57). Esses estoques podem ser utilizados em
estudos de associagdo do genoma inteiro em camundongos. Os estoques
heterogéneos utilizam animais descendentes de oito linhagens consanguineas
fundadoras e o Diversity QOutbred Mice (58), que compreende animais
descendentes de oito linhagens fundadoras do Collaborative Cross. Ambos os
estoques heterogéneos e o Diversity Outbred Mice sdo similares em relagdo aos
animais F2 gerados em um cruzamento, mas eles t€ém a ancestralidade de oito
linhagens fundadoras, ao invés de somente duas. Além disso, a populagdo ¢
reproduzida por mais geragdes. A principal vantagem dos estoques heterogéneos
¢ que podem ser utilizados para gerar um numero ilimitado de animais,
possibilitando uma maior amplitude de estudos e podendo encontrar efeitos
genéticos mais sutis. Além disso, em fun¢do do historico de reprodugdo, os
animais tém sido submetidos a um maior nimero de eventos de recombinagao,
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com uma resolu¢do de mapeamento de aproximadamente 3 Mb para um QTL

tipico.

Entretanto, diferente de linhagens consanguineas, cada estoque heterogéneo
¢ unico e ndo tem o mesmo fenodtipo e a mesma reprodutibilidade oferecidos
pelas linhagens consanguineas. Além disso, ndo tem disponibilidade dos
gendtipos. A estrutura populacional nos estoques heterogéneos complica a
analise e reduz o poder. Um amplo estudo com mais de 2.000 camundongos nao
consanguineos utilizaram uma extensiva estratégia de fenotipagem (59). Esse
estudo disponibilizou uma descricdo da estratégia do uso dos estoques
heterogéneos para um GWAS em camundongos. Um total de 101 fendtipos
foram mensurados, incluindo tragos comportamentais, tracos relacionados a
doengas comuns, bioquimica e tragos relacionados a hematologia e imunologia.

Esse estudo foi bem-sucedido em relacionar /oci na maioria dos fenétipos (59).

Uma fonte alternativa de estoques heterogéneos esta disponivel através de
empresas especializadas. Esses animais tém uma estrutura genética que difere
dos estoques heterogéneos cuidadosamente construidos pela técnica descrita
anteriormente. Muitas dessas empresas tém amplas colonias que sdo mantidas
por diversas geragdes, embora sejam descendentes de um pequeno ntimero de
linhagens consanguineas classicas. Uma caracterizagdo recente dessas
populagdes tem mostrado que alguns desses estoques tem propriedades
adequadas para um mapeamento de alta resolu¢do ao longo de vérias geragoes,
desde o fundador do estoque. De fato, alguns estoques podem alcangar uma

resolugdo com tamanho de intervalo de menor de 100 Kb.
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A presenca de grandes diferencas nas frequéncias de alelos entre as
populagdes significa que nenhuma populagdo ndo consanguinea de um estoque
comercial ¢ ideal. Contudo, também significa que se houver falha no
mapeamento de uma populacdo, o0 mapeamento de uma segunda populagdo pode
ser bem-sucedido em funcdo das diferencas no desequilibrio de ligacdo. As
populacdes diferem entre si, gerando um histérico populacional Gnico em cada
estoque, porém a vasta maioria da variagdo presente no animal ¢ derivada de
diferengas genéticas presentes nas linhagens consanguineas fundadoras. Esse
conhecimento mostra ser possivel obter informacao genotipica acurada para cada
animal através da coleta de algumas centenas de marcadores e da aplicagdo do

sistema de imputagdo (60)(61).

Camundongos comerciais ndo consanguineos foram recentemente
utilizados para mapear variantes associadas a colesterol HDL, pressdo arterial
sistolica, niveis de triglicerideos, glicose e propor¢do albumina-creatinina
urindria (62). Além disso, simulagdes baseadas em um painel de camundongos
utilizados no mapeamento mostram que a maioria dos picos com associagdes

esta dentro dos limites de 500 kb da variante causal.

A diferenca-chave dos novos GWAS em camundongos ¢ que algumas
estratégias utilizam linhagens consanguineas, como o HMDP ou o Collaborative
Cross, enquanto outros utilizam animais ndo consanguineos, como estoques
heterogéneos e animais comercialmente disponiveis. As linhagens
consanguineas tém a vantagem da homozigose gendmica e a completa
reprodutibilidade das medidas do fenotipo. De fato, se o fendtipo apresenta baixa
hereditariedade ou se a andlise da medida apresenta muito ruido, multiplos
animais geneticamente idénticos podem ser mensurados para obter uma
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estimativa acurada do fenoétipo em cada linhagem. Essas medidas podem ser
combinadas com quaisquer outras medi¢gdes no mesmo grupo de linhagens,
resultando num conjunto mais amplo de fendtipos. Entretanto, o niimero de
linhagens consanguineas disponiveis ¢ limitado. Se as variantes a serem
identificadas apresentarem tamanhos de efeito suficientemente pequenos,
mesmo utilizando todas as linhagens consanguineas apresentard um poder
limitado. Dessa forma, o Unico método pratico ¢ a utilizagdo de um amplo

nimero de animais ndo consanguineos.

A consideragdo final consiste em definir se ¢ preferivel utilizar uma
populacdo especialmente construida para estudos de mapeamento, como o
Collaborative Cross e estoques heterogéneos, ou se ¢ melhor utilizar recursos
disponiveis atualmente que ndo foram construidos especificadamente para
mapeamento, como o HMDP. Em geral, cada populacdo de camundongos
apresenta vantagens particulares, como menor quantidade de estrutura
populacional e maior controle sobre o nivel de diversidade genética. Entretanto,
a resolucdo ¢ vinculada ao nimero de eventos de recombinagdo, a qual pode ser
limitada para populacdes de camundongos especificas que foram construidas

recentemente para determinado estudo.

2.3.4 Genes Candidatos e Tracos Complexos

Existem trés formas comuns de provar o envolvimento de um gene ou de
uma variante genética num trago complexo. A primeira forma ¢ a hemizigose
reciproca, a qual foi desenvolvida em leveduras (um par de linhagens F1) gerada
com um alelo mutante de um gene de interesse em um cromossomo ¢ a delegdo

desse gene no cromossomo homdlogo, para que seja possivel analisar o efeito
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genotipico do alelo. Os alelos mutantes diferem entre as duas linhagens F1, e a

diferenca fenotipica entre elas implica o gene a um determinado fenétipo.

A segunda técnica ¢ a complementacdo quantitativa, que foi desenvolvida
a partir da Drosophila melanogaster (63). Quando utilizado em camundongos,
esse método utiliza um par de linhagens para portar diferentes alelos de um /ocus
oriundo de um GWAS em camundongos. Esse par de linhagens ¢ entdo
reproduzido com uma linhagem knockout para um determinado gene e com a
linhagem originaria desse knockout. Dessa forma, quatro linhagens F1 sdo
geradas e seus fenotipos sdo analisados para testar uma interacao entre o a alelo
nulo e o locus de trago quantitativo. Uma interacdo significativa indica que a
interacdo entre os alelos do gene ¢ responsavel por aquele locus de trago

quantitativo.

A terceira técnica ¢ encontrar um enriquecimento de variantes raras e com
baixas frequéncias em genes candidatos nos casos em relagdo aos controles,
como determinado através do resequenciamento de genes candidatos. Essa
estratégia foi desenvolvida para estudos em humanos e tem identificado de
forma bem-sucedida variantes genéticas humanas que sdo associadas ao diabete

do tipo 1 (64) e a doenga de Crohn (65).

Até hoje, esses trés métodos ndo tém sido amplamente utilizados no estudo
da genética dos camundongos. A hemizigose reciproca necessita de uma
complexa manipulagdo genOémica que ¢ quase impossivel de utilizar em
camundongos. A complementag¢do quantitativa ¢ tecnicamente possivel e tem
sido implementada (66)(67), mas necessita de linhagens selvagens com a mesma

origem genética, o que pode ser dificil de obter em camundongos. A maior parte
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dos knockouts sdo ainda criados numa linhagem 129 e retrocruzada numa
linhagem diferente (geralmente C57BL/6). Dessa forma, nenhuma linhagem
selvagem pura com a mesma origem genética estd disponivel. Finalmente, o
resequenciamento de genes candidatos requer a busca de milhares de individuos
ndo relacionados, e isso ndo ¢ uma opg¢do nos estudos genéticos com

camundongos.

Uma alteragdo em um gene alvo refere a inativagdo experimental de um
gene para investigar a sua funcdo em determinados organismos. Num animal
knockout, geralmente camundongos, o gene em estudo ¢ inativado na fase
germinativa através da quebra do gene. Os efeitos podem ser estudados em
diferentes estagios embriondrios € apds o nascimento. Esse conhecimento pode
ser utilizado para entender os efeitos das mutagdes nos genes humanos
homologos, como identificado em doencas genéticas humanas. Uma variante do
knockout ¢ conhecida como variante knock-in. Nesse caso, a sequéncia alvo
contém um gene normal que ¢ introduzido por adigdo ou em substituicdo do

gene a ser estudado.

No preparo de células tronco embriondrias numa mutagdo knockout o gene
alvo ¢ “quebrado” (knockout) em leveduras ou células tronco embrionarias
através de recombinacdo homologa com um alelo ndo funcional produzido
artificialmente. O isolamento de células tronco embriondrias com o gene
“quebrado” necessita de selecdo positiva e negativa. Um gene de bactéria que
confere resisténcia a neomicina (neoR) ¢ introduzido no DNA do alelo artificial,

sendo parcialmente clonado do gene normal alvo (68)(69).
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Num camundongo transgénico, uma copia do gene alvo ¢ substituida por um
gene alterado durante a fase germinativa. Na primeira etapa das células tronco
embriondrias, as células de um blastocisto do camundongo sdo isoladas apos 3,5
dias de gestacdo (de um total de 19,5 dias de gestagdo) e transferida para uma
cultura de células irradiadas que sdo inaptas em se dividir. As células tronco
embriondrias heterozigotas para a mutacdo knockout sdo adicionadas. Essas
células tronco embriondrias sdo derivadas de um camundongo que ¢ homozigoto
para uma cor (preto) diferente daquele camundongo que vai gerar o blastocisto
(branco). As células tronco recombinantes sdo injetadas no blastocisto do
receptor. Os embrides precoces sdo transplantados para um camundongo
pseudogestante. Esses descendentes possuem células normais e células com um
gene alterado. O camundongo transgénico pode ser reconhecido pela cor branca
com pontos pretos. Esses camundongos sdo entdo cruzados com um
camundongo homozigoto para a cor branca da geragdo anterior. Os descendentes
pretos desse acasalamento sdo heterozigotos para o gene mutante. Através de
reproducdo subsequente, alguns dos seus descendentes (knockouts) sao

homozigotos para o gene mutante e sdo identificados através da cor (68).

Os geneticistas tém aplicado testes menos rigorosos para estabelecer a
causalidade de genes candidatos em QTLs. Um teste simples ¢ se o knockout de
um gene candidato apresenta um feno6tipo anormal (70). Deve ser observado que
isso ndo prova que o QTL atua no gene ou através de determinado gene. Um
alelo knockout ¢ raramente o mesmo que a variante do alelo em um QTL. Dessa
forma, a identificagdo de que um knockout tem algum efeito no fenotipo ndo
prova o efeito desse gene candidato. Quase todas as variantes atuam em QTLs

de forma muito sutil, especialmente através do aumento ou da redugdo do
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transcrito. Além disso, fenotipos contrastantes podem ser atribuidos a diferentes

alelos num mesmo gene (71).

Dessa forma, seria errado esperar a completa remoc¢do de um transcrito
como modelo de um efeito de um QTL. Alguns fenotipos, como altura ou peso,
sdo influenciados por diversos genes, ja que mais que 1/3 de todos os knockouts
poderiam exibir um fendtipo. De fato, confiar em knockouts para associar um
gene a um determinado QTL pode gerar tanto resultados falso-negativos como
falso-positivos. Os resultados falso-positivos podem ocorrer se o gene deletado
ndo ¢ o gene responsavel pela variante que causou o sinal da associagdo
observada em um QTL, mas apresenta um efeito no fendtipo. Os resultados
falso-negativos podem ocorrer se o gene deletado aporta a variante causal, mas

ndo compartilha do mesmo fenotipo.

Uma forma alternativa de identificar genes relevantes € um processo
trabalhoso de geracdo de linhagens congénitas (72) que sdo especialmente
desenvolvidas para o mapeamento fino de uma determinada regido. Entretanto,
essas técnicas tém gerado poucas associacdes e somente sdo bem-sucedidas
quando o efeito do gene no trago ¢ muito robusto. Existe perspectiva do
desenvolvimento de técnicas alternativas para identificar QTLs com resolugdo
de ordem de magnitude superior do que nos estudos de ligagdo. Dessa forma,

seria facilitada a identificagdo de genes ou variantes causais.

Entretanto, mesmo com essas novas estratégias, a resolucdo dos estudos
genéticos com camundongos ¢ inferior aos estudos genéticos em humanos.
Frequentemente, os investigadores analisam uma associa¢do entre a expressao

diferencial de um gene e o traco de interesse como forma de vincular esse gene a
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um fendtipo. Entretanto, diversos outros métodos podem ser desempenhados,
como através de um modelo estatistico comparativo em que a variagdo genética
que contribui para a variacao do transcrito, pode contribuir para uma variagao no
fenotipo através de modelos alternativos nao causais (73). Essa técnica pode ser

expandida de forma que toda a rede de transcritos esteja associada ao fendtipo.

Na maioria dos casos, os investigadores utilizam um método composto para
encontrar genes. Esse método ¢ conhecido por “caixa de ferramentas em
bioinformatica”, em que os dados de uma sequéncia, expressdo e literatura
publicada sdo sintetizados para aumentar a probabilidade de que um gene causal
seja encontrado (74). Esse método ainda precisa ser rigorosamente testado. Um
estudo avaliou a eficacia da incorporagdo de dados de expressdo para genes
isolados em determinados QTLs, através de 37 estudos, e demonstrou que esse €

um método com sucesso limitado (75).

2.3.5 Genética de Sistemas

Os GWAS tém identificado milhares de loci que contribuem com doengas
comuns em humanos. Entretanto, os genes em cada /locus podem ser
individualmente testados em culturas de células ou em modelos animais, € o
mecanismo em um determinado trago pode ser definido através de técnicas de
biologia molecular (76). Entretanto, essa andlise dos mecanismos subjacentes
pode ser desafiadora. A maioria dos /oci que tem sido identificada para doengas
comuns mostra um efeito modesto que pode ser dificil de ser reproduzido de
forma experimental. Estd claro que, nos estudos que utilizaram organismos

experimentais, a variagao fenotipica natural geralmente resulta de diversos alelos
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interagindo num contexto que ¢ sensivelmente dependente de condigdes

ambientais (77)(78)(79).

Uma forma complementar e alternativa seria através do estudo de um Jlocus
de cada vez para realizar uma andlise global de moléculas bioldgicas em
populacdes que possuam variagdes entre os individuos em determinados tragos
clinicos. Avancos tecnoldgicos recentes tém demonstrado que € possivel
quantificar centenas e milhares de moléculas, desde sequencias de variagdes no
DNA até marcadores epigenéticos de determinados niveis de transcrig¢do,

proteinas e metabolitos.

Por exemplo, parece ser relativamente simples quantificar niveis de
transcri¢do em tecidos, assumindo que determinados tecidos estdo disponiveis,
através de técnicas de hibridizag¢do ou tecnologias de sequenciamento. Os niveis
de transcri¢do podem ser testados para determinadas correlagdes com o trago
clinico ou mapeados em /oci de cromossomos, para identificar variantes
funcionais que podem contribuir para um determinado traco clinico. Os niveis de
transcri¢do podem ser considerados fenotipos intermedidrios, ja que a variacao
no DNA pode contribuir para um trago clinico através da perturbacdo na
expressdo de genes, proteinas e metabolitos. Além disso, esses tracos
moleculares sdo dindmicos e podem ser reativos a determinados fendtipos. A
vantagem dessa andlise da genética de sistemas ¢ que permite uma andlise das
interagdes moleculares num contexto relevante para o trago clinico, mais
conhecido por perturbacdo genética. Ao contrario do que ocorre numa
perturbacdo genética individual (como nos modelos transgénicos), as
perturbagdes genéticas multiplas sdo um fendmeno que ocorre naturalmente nas
populacdes. Esse ¢ o ponto fundamental da perspectiva de genética de sistemas,
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em que as inferéncias sobre fendmenos bioldgicos sdo raramente separadas do
sistema genético em que estdo inseridos. Dessa forma, para a generalizagao dos
resultados através de diversas origens genéticas, os experimentos devem ser

realizados em multiplas linhagens com componentes genéticos diferentes.

Além de doengas comuns, a genética de sistemas gera uma arquitetura geral
de tragos complexos organizadas num processo de informacdo biologica.
Entretanto, a genética de sistemas enfrentou diversas questdes acerca dessa
arquitetura molecular genética de tracos complexos. Uma das questdes era como
ocorre a variagdo funcional nas populacdes, como ocorre o fluxo da informagao
desde o DNA até o fenotipo e como ¢ a natureza das interagdes do gene com os
fatores ambientais. A genética de sistemas ¢ limitada pela extensdo da natureza
da variagdo genética. Entretanto, pode ser combinada com experimentos
complementares e banco de dados, como em camundongos transgénicos, através
de uma pequena interferéncia de RNA (siRNA) e de modelos preditores. Isso
gera um profundo detalhamento do mapeamento da interagao do gendtipo com o

fenotipo (80)(81).

2.3.5.1 Estudos de Genética de Sistemas

A genética de sistemas compartilha uma perspectiva global e holistica com
os sistemas bioldgicos. Essa estratégia tipica nos sistemas bioldgicos se baseia
em perturbar o sistema, monitorar as respostas, integrar os dados e formular
modelos matematicos que descrevem o sistema. A genética de sistemas ¢ um
tipo especifico de biologia de sistemas, em que a variacdo genética dentro de
uma populacdo ¢ utilizada para perturbar o sistema. Em ultima andlise, o

objetivo da genética de sistemas ¢ o entendimento dos mecanismos moleculares
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amplos, como a arquitetura, e dos fenotipos intermediarios fisioldgicos de tragos

complexos, como as doengas.

Num estudo hipotético de genética de sistemas, diversos individuos sdo
avaliados para um dado trago clinico, niveis de transcricdo, proteinas e
metabolitos em tecido relevante. As variagdes dos fenotipos moleculares podem
se relacionar umas com as outras ¢ com os tracos clinicos de diversas formas.
Uma simples correlacdo gera evidéncia de uma possivel relagdo entre dois tragos
(82)(83). Pode-se postular trés possiveis explicagdes: tracos moleculares
influenciam um traco clinico (ou seja, o trago molecular ¢ o causador do trago
clinico), o traco clinico influencia o traco molecular (ou seja, o trago molecular ¢
reativo ao trago clinico), ou ambos sdo afetados por um fator confundidor (ou

seja, o traco clinico e o traco molecular sdo independentes).

O mapeamento genético pode gerar evidéncia de um relacionamento através
de um comapeamento. Dessa forma, um traco molecular e um trago clinico estao
mapeados numa mesma regido do genoma. Entdo, provavelmente um ¢ causador

do outro.

Além disso, existem alguns modelos estatisticos que podem ser utilizados
para integrar os dados. Por exemplo, diversas técnicas de rede, como de
coexpressao, podem identificar grupos de tracos moleculares que compartilham
dos mesmos tracos. Esses grupos, conhecidos por modulos, podem ser testados

para relagdes com tragos clinicos.

No delineamento de um estudo de genética de sistemas existem diversas
consideragdes. E importante examinar um niimero suficiente de individuos para

que exista um poder adequado para o mapeamento genético e para outras
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analises. A resolu¢do do mapeamento ¢ também uma questdo importante, ja que
o objetivo final ¢ relacionar elementos genéticos especificos as alteragdes dos
fenotipos clinicos e moleculares. Se o locus ¢ amplo e contém muitos genes,
como nos casos de QTL em camundongos e ratos, entdo ¢ dificil identificar
variagdo genética causal subjacente. Além disso, a estrutura populacional pode
ter efeitos consideraveis na arquitetura de tragos complexos. Por exemplo, uma
colecdo de linhagens consanguineas da Drosophila melanogaster gerou um
conjunto diferente de QTLs para determinado trago quantitativo comparado ao
estudo em uma populagdo ndo consanguinea que era derivada das mesmas
linhagens. Entretanto, existia uma significativa sobreposi¢ao de redes subjacente
a esses tragos (84). Os estudos de genética de sistemas estdo se tornando cada
vez mais ferramentas poderosas ao analisar fendtipos adicionais, escalas

bioldgicas multiplas, condigdes ambientais e alteragdes ao longo do tempo.

Nao ¢ possivel coletar dados nessa magnitude em poucos individuos. Dessa
forma, sdo utilizadas grandes populagdes renovaveis, como leveduras, moscas,
minhocas, camundongos e ratos. Existem diversos novos estudos experimentais,
como analises de segregacdo em massa, que envolvem a analise de individuos
com fendtipos extremos oriundos de grandes populagdes de individuos

fenotipados (85).

2.3.5.2 Expressao Génica

A andlise dos niveis de transcrigdo ¢ um método simples, sendo
rotineiramente utilizado através de técnicas de microarray ou micro arranjo ou
através de métodos de sequenciamento massivo de RNA (RNA-seq). Os niveis

de transcricdo, de forma semelhante a outros tracos quantitativos (como altura),
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podem mapear loci que explicam variagdes no genoma. Esse estudo pode ser
realizado através de analise de ligagdo em populacdes segregadas ou em estudos
de associacdo do genoma inteiro. Embora o mapeamento de niveis de expressao
jé seja realizado desde a década de 80, o primeiro mapeamento dos niveis de
expressdo no genoma inteiro foi realizado no ano de 2002, através de uma
analise de ligacdo de uma cruza entre duas linhagens de levedura (86). Os
resultados demonstraram uma ampla variedade de transcritos reguladores.
Estudos subsequentes com bactérias, leveduras, plantas, minhocas, peixes,
moscas e diversos tipos celulares e tecidos de camundongos, ratos € humanos
aumentaram o entendimento da regulagdo genética da expressdo génica. Além
disso, tém mostrado que variagdes genéticas que afetam a expressdo génica sao

amplamente distribuidas nas populagdes naturais (86)(87)(44)(88)(89).

As regides do genoma que estdo associadas aos niveis de transcri¢do sdo
conhecidas por locus de trago quantitativo de expressao (expression quantitative
trait locus ou eQTL). Quando um eQLT estd proximo de uma regido de um gene
que codifica um transcrito (frequentemente < 1 Mb), ¢ conhecido por eQTL
local. Essa proximidade indica que essa variagdo provavelmente atua na
expressdo do gene numa forma cis (ou seja, somente na copia do cromossomo
que esta residindo). O eQTL local ¢, portanto, também conhecido por cis-eQTL.
Pode também ocorrer que um eQTL local atue em trans, ou seja, quando um
locus que afeta os niveis de expressdo de um transcrito ¢ mapeado distalmente
ao gene que codifica esse determinado transcrito (como um gene num outro
cromossomo). Isso ¢ conhecido por eQTL distal ou trans-eQTL. Ao contrario
dos loci que atuam em cis, os loci que atuam em frans afetam frequentemente os

dois alelos do gene alvo de forma equivalente. Em alguns casos, loci podem
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estar afetando a expressdo de centenas de genes, e esses eQTL s3o conhecidos

por bandas trans ou pontos quentes (90).

Os estudos que utilizam células e tecidos de camundongos, ratos e humanos
tétm demonstrado a expressio de um alto percentual de genes (>30%)
influenciado de forma importante por eQTLs (89)(91)(92). A maioria dos
polimorfismos destacados em mapas de GWAS fora de regides codificadoras de
proteinas e mais de 75% dos polimorfismos mapeados como elementos
reguladores tém sido identificados através do projeto da Encyclopedia of DNA

Elements (ENCODE) (93).

Esses resultados sugerem que variantes genéticas que alteram a expressao
génica, ao invés de alterar a sequéncia de proteinas, formam as bases primarias
de variacdo natural em tragos complexos. Isso contrasta com os distirbios
mendelianos, em que predominam as variagdes nas regides codificadoras de
proteinas. Os estudos de eQTL em transcritos ndo codificadores tém emergido,
como microRNAs (94) e amplas regides ndo codificadoras de RNA entre os
genes (95). Parece que o grau de variagdo genética subjacente aos niveis desses

transcritos ¢ menor que o observado em proteinas codificadoras de RNA.

2.3.6. Complexidade das Interacoes

2.3.6.1 Interacoes entre os Genes

A maioria dos estudos sobre tragos quantitativos em modelos animais sugere
que interacdes epistaticas (ou seja, ndo aditivas) entre os loci sdo largamente
distribuidas (96), e varios exemplos de interagdes “gene-em-gene” em tracos
complexos t€m sido identificados. A grande amplitude de variagdes fenotipicas
patoldégicas que ocorrem nos individuos com disturbios mendelianos representa
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uma forma de epistasia. Essa variacdo ¢ frequentemente observada em estudos
que utilizam camundongos transgénicos para genes alvos em que a mutagdo
completa ¢ letal dependendo da origem da linhagem (97). Em populagdes
naturais, as diversidades das variagdes comuns sdo for¢adas por selecdo, de tal
forma que a maioria das combinagdes dos alelos devem ser compativeis com
funcionamento adequado, mas s3o ainda suficientes para adaptagdo em

ambientes em transformagao (98).

No nivel molecular, a epistasia pode tomar diversas formas. Um
mecanismo comum se preocupa com a dependéncia de um estado estavel dos
niveis de moléculas sobre as suas taxas de produ¢do e degradagdo. Por exemplo,
em recente GWAS humano entre individuos que consomem alcool, a incidéncia
de cancer de esofago envolveu uma interacdo genética forte entre os loci que
contribuem com a produgdo de acetaldeido (que ¢ carcinogénico) do alcool com
aquelas que contribuem para a degradacdo do acetaldeido (99). Outro exemplo
envolve a formacdo de complexos moleculares, em que os niveis finais do
complexo sdo limitados por um componente abundante. Por exemplo, um estudo
de genética de sistemas analisa os niveis de transcritos e niveis de proteinas no
figado do camundongo através de um painel de linhagens de camundongos. Esse
estudo observou que as correlagdes entre os transcritos e as proteinas sdo mais
fracas em proteinas com multiplas subunidades do que em homopolimeros
(100). De forma especifica, a correlagdo entre os niveis de proteinas
ribossomicas com aquelas transcritas foi essencialmente nula. Esse resultado
esperado resulta do fato de que qualquer excesso de proteinas, que ndo foram

construidas pelos ribossomos, ¢ rapidamente degradado.
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Uma vantagem da genética de sistemas para a analise das interagdes entre
os genes ¢ a de que centenas ou milhares de fendtipos moleculares (como niveis
de transcricdo) podem ser analisados em uma populacdo Unica. Entretanto,
nesses estudos de mapeamento global, a identificagdo das interagdes em
multiplos /oci ¢ dificil em func¢do do baixo limiar de significancia que resulta de
comparagdes multiplas (101). Essa questdo tem sido resolvida através da
restri¢do da analise para QTLs que apresentam efeitos principais significativos, o
que pode deixar de lado a maioria das interagdes epistaticas. Embora existam
novos métodos de computacdo para identificar interacdes entre os genes (102),
continua dificil determinar a importdncia da interacdo entre os genes em
conjunto de dados de grandes dimensdes. Além do problema das comparagdes
multiplas, as interacdes entre os genes sdo dificeis de detectar em populagdes
ndo consanguineas, especialmente em alelos que possuem efeitos pequenos ou

em baixas frequéncias (103).

Um estudo recente utilizando uma cruza entre duas linhagens de levedura
gerou uma estimativa da importancia das interagdes epistaticas em 46 tracos
complexos herdados (104). Os autores realizaram um desfecho massivo para
andlise do tamanho da colonia, a qual foi realizada através de uma ampla
diversidade de condigdes (como diferentes pH, tipos de nutrientes e
temperaturas) para o desenvolvimento de determinados tragos. Os QTLs
identificados explicaram praticamente toda a contribui¢do aditiva para a variagao
dos tragos herdados. Os autores quantificaram a epistasia através da diferenca
entre a hereditariedade em sentido amplo (que ¢ estimada através da
reprodutibilidade dos tragos medidos) e a hereditariedade de senso estrito (que ¢

estimada através da similaridade fenotipica para diferentes graus de relacdo).
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Eles observaram que os tragos demonstraram que a epistasia variou de quase
zero até 50%. Os resultados tém implicagdes no problema da hereditariedade
ausente, ja que as interagdes epistaticas afetariam a estimativa da hereditariedade
(101). O nivel das interacdes nesse estudo poderia ser limitado em comparagdo
aos estudos com mamiferos, ja que as leveduras sdo haploides e as interagdes

fisiologicas poderiam ser mais complexas em organismos multicelulares.

2.3.6.2 Interacoes dos Genes com 0 Ambiente

A maior parte dos tracos complexos apresentam um significativo
componente ambiental, sendo que as interagdes dos genes com o ambiente
parecem ser difusas (96)(105). De fato, quase todas as doengas comuns resultam
da combinagdo de fatores genéticos e ambientais. A frequéncia e a natureza das
interagdes entre os genes e o ambiente podem ser convenientemente estudadas
através da andlise global da expressdo génica. Os estudos em leveduras (106),
humanos (107), células endoteliais (92) e macréfagos de camundongos (91)
observaram uma alta frequéncia de interagdes entre os genes € o ambiente. As
alteracdes ambientais sdo muito mais propensas em modular o efeito de um
eQTL distal em compara¢do a um eQTL local. Por exemplo, um estudo analisou
a expressdo de um gene em macrdfagos peritoneais em 10 linhagens de
camundongos em cultura isolada ou em cultura que continha um mediador
inflamatorio de uma bactéria lipossacaridea (91). De um total de 2.802 eQTL
significativos detectados, 2.607 (93%) mostraram evidéncia significativa de
interagdes dos genes com o ambiente. Nesse estudo, um exemplo impressionante
de interacdo entre o gene e o ambiente foi o achado de “pontos quentes” que
regulavam centenas de genes nos macrofagos somente quando eram estimulados
por polissacarideos (91).
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O fato de que as interagdes dos genes entre si € com o ambiente parecem ser
extremamente comuns tem implicagdes no GWAS humano, pois essas
interagdes podem levar a um aumento da estimativa da taxa de hereditariedade
(101). Ja que os estudos em humanos apresentam baixo poder para identificar
essas interagdes, modelos experimentais serdo essenciais para um entendimento

mais amplo.

2.3.7 Modelos de Rede

As andlises dos sistemas bioldgicos por modelos matematicos entre os
fendtipos moleculares tém sido desenvolvidas para entender como eles
interagem entre si e influenciam os tragos complexos (108)(109). As analises em
rede t€m sido muito informativas. Redes sdo representagdes graficas de
interagdes entre os tracos moleculares. As moléculas sdo representadas por
pontos e a relagdes entre elas como linhas. Essas andlises podem ser divididas
em trés categorias: aquelas baseadas no conhecimento atual, como rotas
metabolicas, oriundas de dados experimentais com base nas interagdes fisicas,
como entre proteinas de leveduras, e dados inferidos através de andlises
massivas. Embora essas rotas possam analisar de forma experimental o
conhecimento, geralmente ndo sdo abrangentes. Para descobrir novos
relacionamentos e interagdes regulatorias, existem novos métodos de construcao
de redes através de diversos algoritmos. Esses algoritmos podem ser baseados
em modelos de regressdo, teoria da informacao, correlacdo linear e ndo linear,
maximizacao da entropia, modelos graficos gaussianos, redes bayesianas ou uma

combinacdo de todas essas (110).
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A avaliagdo desses conhecimentos, que sdo disponibilizados através
desses métodos, ainda continua a ser desafiante, pois ndo existe uma técnica
experimental para criar uma verdadeira estrutura de rede e ser comparada através
de predicdes computacionais. O projeto Dialogue on Reverse Engineering
Assesssment and Methods (DREAM) tem procurado avaliar redes biologicas
através de dados experimentais e simulados de forma objetiva por meio de
métodos de engenharia reversa. Eles avaliaram a performance de mais de 30
métodos de implementacdo de inferéncia de redes, utilizando expressdo génica
por microarray de células de Escherichia coli, Staphylococcus e Saccharomyces
cerevisiae. Os resultados mostraram que nenhuma rede foi superior as restantes
nos diversos conjuntos de dados. Padrdes diferenciais de conectividade de redes
foram estimados através de diferentes técnicas com niveis diferentes de sucesso.
Por exemplo, as cascatas lineares de regulacdo foram mais precisamente
estimadas por métodos de regressao e pela rede bayesiana. A rede regulatoria de
inferéncia de eucariontes foi menos bem-sucedida que a rede regulatéria de
bactérias, o que sugere a necessidade de dados adicionais para uma estimativa de
precisdo em sistemas complexos. A conclusdo foi a de que uma rede criada com
base na inferéncia de diferentes técnicas demonstrou a performance mais robusta

nos diversos conjuntos de dados.

A integra¢do da informacdo genética com modelos de rede tem sido
utilizada para refinar as inferéncias, destacar rotas que contribuem para tragos
clinicos e identificar genes que sdo os provaveis responsaveis pelos processos
bioldgicos (111)(112). Nesses sistemas, os eQTLs sdo considerados como os
ancoras causais e sdo adicionados ao processo de constru¢do da rede. Por

exemplo, nas redes bayesianas, os genes que mostram evidéncia de uma
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regulacdo em cis podem ser modelados como os “pais” dos genes que nao sao
regulados em cis. Assim, a dire¢do da regulagdo pode ser estabelecida para
determinados pares de genes através dos dados oriundos das informagdes da
genética de sistemas. Uma forma integrada tem sido utilizada para identificar
interagdes moleculares que sdo alteradas nos cérebros de pacientes com doenga
de Alzheimer. Nesse estudo, os autores construiram uma rede de coexpressao
utilizando dados da expressdo génica de trés diferentes regides do cérebro em
mais 500 individuos afetados e em controles. A comparacdo dessas redes
demonstrou que a conectividade dos genes em diversos moédulos foi
reconfigurada em individuos afetados. Esses resultados dos cis-eQTLs, que
foram identificados através de andlises de expressdo génica no cérebro, foram
utilizados com ancoras causais para construir as redes bayesianas e estimar os
direcionadores da conectividade diferencial que resultaram na doenga. O gene
TYRO protein tyrosine kinase-binding (TYROBP) foi identificado como o
direcionador do modulo do gene enriquecido para expressdo no sistema imune e
na microglia. Esse modulo foi reconfigurado no estado de doenca e foi
correlacionado de forma significativa com a progressao da doenca. Uma
sobreexpressdo do TYROBP nas células da microglia levou a alteragdes na
expressdo que validaram diversas estimativas de redes. Outro estudo de genética
de sistemas também estudou as redes integradas de coexpressdo de ratos e
humanos e identificou 0 mecanismo de agao do fator de transcricdo em um locus

que esta associado ao diabetes tipo 1.

As interagdes causais entre as tragos clinicos e moleculares podem ser
estimadas através das andlises da genética de sistemas e através da utilizagdo de

diversos algoritmos (73)(113)(114). Por exemplo, numa populacdo em que foi
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estudado os niveis globais de transcritos e tragos clinicos, pode ser questionado
se o relacionamento entre os niveis de transcrito € os tragos clinicos ¢ causal,
reativo ou independente. Como uma variacdo genética natural na populagdo ¢
aleatoriamente distribuida entre os individuos, esses algoritmos de causalidade
levam em consideragdo os efeitos de perturbacdes genéticas multifatoriais em
diversos desfechos fenotipicos. Essas estimativas causais sdo retratadas como
linhas diretas em modelos graficos que representam o relacionamento entre os
tracos moleculares. Entretanto, esses métodos tém algumas deficiéncias, como o
uso de modelos lineares para inferir relacdes que ndo sdo necessariamente
lineares (115)(61). Além disso, a rede construida, oriunda de andlises de
genética de sistema, ndo pode prever as alcas de retroalimentagdo, a ndo ser que
os dados relativos ao tempo de percursos estejam disponivel. Embora existam
deficiéncias, as andlises integrativas tém sido utilizadas para inferir relagdes

causais entre os fendtipos (73)(116)(117).

2.4 Estudos de Associacio do Genoma Inteiro na Orelha Interna

O primeiro GWAS foi realizado em humanos e publicado no ano de 2009
(118). Esse estudo avaliou a associacdo para surdez relacionada ao
envelhecimento (presbiacusia). O estudo foi realizado utilizando 846 casos e 846
controles selecionados a partir de 3.434 individuos selecionados em oito centros
em seis paises europeus. O DNA dos casos e controles foi avaliado e separado
através do método de Affmetrix 500K GeneChip em cada centro separadamente.
Os 252 polimorfismos melhores classificados identificados numa amostra
europeia (1.332 amostras) de ndo finlandeses e os 177 polimorfismos melhores
classificados em um grupo finlandés (360 amostras) foram confirmados
utilizando genotipagem especifica. Subsequentemente, os 23 polimorfismos
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mais importantes foram genotipados de forma individual num grupo europeu
independente (138 amostras). Isso resultou na identificacdo de um polimorfismo
replicado e altamente significativo no gene GRM7 (glutamate receptor,
metabotropic, 7), sendo o gene que codifica o metabotropic glutamate receptor
type 7 (mGIluR7). Além disso, na amostra do grupo finlandés, dois
polimorfismos GRM7 foram significativos, mas em diferentes regides do gene.
Considerando que os finlandeses sdo diferentes do restante dos europeus, isso
pode ser devido a heterogeneidade alélica. Estudos histoquimicos em humanos e
camundongos mostraram que o mGluR7 ¢ expresso nas células ciliadas e nas
células do ganglio espiral na orelha interna. Esses dados em conjunto indicam
que os alelos comuns do GRM7 contribuem para o risco individual de
desenvolver presbiacusia, possivelmente através de um mecanismo de alteragdo

da susceptibilidade a excitotoxicidade ao glutamato.

Um estudo subsequente (119) avaliou a otosclerose através de método
semelhante. A otosclerose ¢ tipo comum de perda auditiva progressiva,
caracterizada por um remodelamento anormal do osso na capsula Otica. A
etiologia da doenga ¢ desconhecida, e tanto fatores genéticos como ambientais
tém sido envolvidos. Para a identificagdo de fatores genéticos envolvidos na
otosclerose, foi utilizado um estudo de caso-controle para a descoberta de uma
associagdo do genoma inteiro através de 555.000 polimorfismos, utilizando
amostras agrupadas de DNA. Através da genotipagem dos principais 250
polimorfismos de forma sequencial, foi possivel identificar dois polimorfismos
altamente significativos que foram replicados em duas populacdes adicionais
independentes. Foram genotipados 79 polimorfismos marcados para um

mapeamento fino das duas regides genomicas definidas pelos polimorfismos
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associados. A associagdo com o sinal mais significativo (p=6.23 x 10'°) estava
no cromossomo 7g22.1 e envolvia o gene reelin (RELN), sendo um gene
conhecido por seu papel na migragdo neuronal. Foi encontrada evidéncia de uma
heterogeneidade alélica nessa regido. De forma consistente com o resultado do
GWAS, a expressao do gene RELN foi confirmada na orelha interna e na platina.
Isso conclui que existe evidéncia de que o gene RELN estd relacionado a

patogénese da otosclerose.

Foi realizado um GWAS (120) acerca da presbiacusia numa populagdo
finlandesa pequena. Essa populacdo ¢ conhecida como Saami e vive na
Finlandia de forma isolada h& dezenas de geragdes. A escolha dessa populacao
foi motivada pela alta extensdo do desequilibrio de ligagcdo, sendo poderosa para
estudos de associacdo. As amostras de DNA e a avaliacdo audiométrica foram
coletadas de 352 individuos finlandeses da etnia Saami (50-75 anos). Foi
aplicada uma andlise do componente principal para o fenotipo audiométrico
multivaridvel. Os primeiros trés componentes principais capturaram 80% da
variagdo nos limiares auditivos. Todos os individuos foram genotipados pelo
Affymetrix 100K chip. Para levar em conta os niveis de relacdo entre os
individuos, assim como a estratificagdo populacional, os testes de associagdo
foram realizados utilizando modelos de regressdo. Foram identificados os sinais
de associagdo melhores colocados para os trés tragos em estudo. O principal
polimorfismo (rs457717, p=3.55 x 107) foi associado com o componente
principal 3 e foi localizado num intron da proteina /Q modif-containing GTPase-
activating-like (IQGAP2). De forma surpreendente, o polimorfismo rs161927

(p=0.000149), que foi o sétimo polimorfismo melhor posicionado, esteve

82



imediatamente abaixo do gene GRM7, como foi apontado no estudo prévio

realizado pelo mesmo grupo (118).

Em 2011, foi realizado um GWAS dentro do International Consortium G-
EAR (121). Uma meta-analise de GWAS foi realizada através de seis populacdes
europeias isoladas de ancestralidades europeias, envolvendo um niimero total de
3.417 individuos. Um total de oito loci significativos foram detectados (p < 10°
7), com diversos genes expressos na orelha interna, como DCLKI, PTPRD,
GRMS e CMIP. Diversos candidatos bioldgicos adicionais indicados por um
SNP com associagdo sugestiva (p<10'6) foram identificados. Além disso, foram
identificados diversos /oci em regides sem genes, genes de fungdo desconhecida
e genes sem uma fungdo estabelecida na orelha interna. Foram disponibilizados
dados para construir rotas altamente significativas in silico para fisiologia
auditiva, relacionando 49 genes, sendo 34 desses expressos na orelha interna.
Esses resultados geram conclusdes acerca das bases moleculares da fisiologia
auditiva e podem sugerir novos alvos para prevengdo e tratamento da perda

auditiva.

No ano seguinte (2012), o mesmo grupo (118) complementou o estudo
acerca da presbiacusia (122). O estudo anterior focou somente na audigdo
através da avaliacdo auditiva por meio da medida dos limiares tonais. Alguns
loci foram identificados com base no fendtipo do ouvido com melhor limiar
auditivo. Foi identificado somente o gene GRM7. Avaliou-se a associagdo de
variantes do GRM7 em uma populagdo americana com origem europeia de
Rochester, NY (n=687), sendo utilizados novos fendtipos para presbiacusia.
Analises multivariadas foram utilizadas para explorar a relagao entre o haplotipo

GRM?7 e os polimorfismos através de diversas medidas de percepcdo auditiva.
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Foi demonstrado que os alelos do GRM7 estdo associados de forma primaria a
medidas periféricas de perda auditiva, especialmente discriminagdo auditiva em

adultos.

Os GWAS relacionados a orelha interna estdo cada vez maiores nos ultimos
anos. De forma complementar ao estudo publicado pelo International
Consortium G-EAR (121), foram analisados os polimorfismos desse GWAS para
identificar uma associacdo genuina com a funcdo auditiva através de técnicas
alternativas (123). Em primeiro lugar, foi gerada uma lista dos 19 genes
publicados nos GWAS prévios. Posteriormente, foi realizada imuno-
histoquimica para avaliar a expressdo desses 19 genes na orelha interna dos
camundongos. Um total de 12 desses genes demonstraram padrdes de expressao
coclear distintas. Um total de quatro genes demonstraram uma expressao restrita
as células ciliadas sensoriais (Csmdl, Arsg, Slcl16a6 e Gabrg3), um gene na
célula da estria vascular (Dclkl) e os genes restantes em diversos tipos celulares
da coclea (Ptprd, Grm8, GlyBP, Evi5, Rimbp2, Ank2, Cdhl3). Finalmente,
foram testados os 12 genes para a replicagdo da associacdo numa amostra
independente de caucasianos e asidticos. Nove desses genes demonstraram uma
associagdo significativa, sendo quatro desses replicados no mesmo polimorfismo
com mesma direcdo de efeito e cinco genes demonstraram uma associagao
significativa na testagem direta. A fim de analisar o relacionamento genotipo-
fenotipo, foram avaliados os perfis audiométricos para os trés gendtipos das
variantes génicas mais fortemente associados. Um total de sete desses nove
genes replicados (CDH13, GRMS, ANK2, SLC16A2, ARSG, RIMBP2 e DCLK])
demonstraram um padrao audiométrico com diferencas entre os genotipos. Isso

aumenta a sustentagcdo do seu papel na func¢ao auditiva. Além disso, esses dados
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demonstram a utilidade da técnica passo a passo em gerar conhecimento acerca
das bases moleculares da audi¢do e pode sugerir novos alvos para o tratamento e

a prevengao da surdez.

2.5 Perda Auditiva Induzida por Ruido

A PAIR ¢ uma diminui¢do progressiva da acuidade auditiva em fungdo da
exposicao continuada a elevados niveis de pressdo sonora (124). Enquanto, no
trauma acustico, a perda auditiva ¢ causada por um som abrupto de grande
intensidade, na PAIR, a exposi¢do ¢ prolongada e de menor intensidade. A PAIR
frequentemente estd relacionada a atividade ocupacional, mas também pode
ocorrer em atividades recreativas (discotecas, shows de musica). A PAIR
representa a doenga profissional irreversivel mais prevalente em todo mundo

(125).

Existe suspeita de que a associa¢do entre perda auditiva e ruido tenha
iniciado hd pelo menos 2 mil anos. Bernardino Ramazzini (1633-1714)
descreveu a surdez dos bronzistas, os quais apresentavam comprometimento
auditivo proporcional a exposicdo ocupacional ao ruido. Posteriormente,
Habermann e Witmark (1906-1907) identificaram o impacto do ruido

diretamente no 6rgao de Corti (126).

2.5.1 Fisiopatologia da PAIR

Suspeita-se que a PAIR seja resultado do comprometimento metabolico do
epitélio sensorial da coclea, especialmente das células ciliadas externas e da
estrutura neural associada, com inicio na regido da céclea responsavel pelas

frequéncias de 3 a 6 kHz.
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A lesdo auditiva decorrente do ruido por mudanca temporaria do limiar
(temporary threshold shift, TTS) ou permanente (permanent threshold shift,
PTS). A TTS ocorre apo6s exposi¢cdes sonoras intensas e de curta duracio
(concertos de rock); porém, nesses casos, a perda auditiva costuma ser reversivel
apos poucos dias. Episddios recorrentes de TTS podem resultar em PTS a longo

prazo, ou seja PAIR.

Na PTS, as alteragdes sdo irreversiveis e incluem perda de células ciliadas
externas, degeneracdo das fibras nervosas cocleares e formacdo de tecido
cicatricial (zonas mortas) no oOrgdo de Corti. Hirose & Liberman (127)
demonstraram que pode ocorrer degeneracdo neural irreversivel induzida pelo
ruido mesmo na auséncia de alteragdes nos limiares auditivos e com preservacao

de células ciliadas externas.

Existe um risco significativo de desenvolver PAIR apds uma historia de
exposi¢do cronica a um ruido acima de 85 dB por pelo menos 8 horas ao dia.
Quanto maior a intensidade do ruido, menor o periodo suficiente para
desenvolver PAIR. A Norma Regulamentadora n.° 15 (NR-15), da Portaria do
Ministério do Trabalho (MTb) n.® 3.214/1978 (BRASIL, 1978), estabelece os

limites de exposicdo a ruido continuo.

Existem alguns fatores que podem predispor a ocorréncia de PAIR. Ainda ndo
ha resultados conclusivos acerca da predisposi¢do genética a PAIR, mas em

modelos animais essa associa¢do ja foi demonstrada (128).

J& no caso do trauma acustico, o ruido pode gerar dano fisico imediato a
orelha interna, proporcional a intensidade sonora. Impulsos sonoros de alta

intensidade podem comprometer fisicamente a membrana timpanica, a cadeia
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ossicular, as membranas da orelha interna e o 6rgdo de Corti. A ruptura da
membrana timpanica pode absorver parte da energia que seria transferida

completamente para a orelha interna.

2.5.2 Quadro Clinico

O principal sintoma da PAIR ¢ a perda auditiva, a qual pode estar
acompanhada do zumbido. Esses sintomas podem variar em fun¢do de periodo

de exposic¢do, nivel de pressdo sonora e susceptibilidade individual.

A perda auditiva ¢ do tipo neurossensorial (por lesdo no 6rgao de Corti), de
evolucdo lenta e carater progressivo. A hipoacusia costuma ser bilateral e
simétrica, sendo dificilmente de carater profundo. Os escores de discriminagdo
auditiva estdo dentro dos niveis normais ou pouco alterados. Assim como na
perda auditiva, o zumbido tem intensidade varidvel, frequentemente ¢ bilateral e

pode estar presente em pelo menos metade dos pacientes com PAIR (129).

Em uma fase inicial de exposicdo ao ruido, antes mesmo da hipoacusia,
podem ocorrer sintomas temporarios de zumbido, cefaleia e tontura.
Posteriormente, apds meses a anos de exposicdo, ha uma intensificacdo do
zumbido e uma leve redugdo da discriminacdo auditiva, especialmente no ruido.
Além da hipoacusia e do zumbido, podem ocorrer queixas de algiacusia e
plenitude aural associados. A progressdo da perda auditiva ¢ interrompida na

medida em que o individuo se afasta da exposi¢do ao ruido.

Além do comprometimento do sistema auditivo, podem ocorrer
repercussdes extra-auditivas, como: comportamentais (isolamento social,
irritabilidade, dificuldade de concentragdo), neuroldgicas (sono, tremores,
cefaleia e nausea), digestivas (dor abdominal e gastrites) e alteracdes
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vestibulares. O exame clinico pode demonstrar alteragdes cardiovasculares
(aumento da pressdo arterial e taquicardia) e metabolicas (aumento do cortisol,

glicemia e adrenalina) (130).

2.5.3 Investigacao Diagnostica

No processo de investigacdo diagndstica da PAIR, a anamnese clinica
convencional deve ser complementada pela anamnese ocupacional. Além da
anamnese, o exame fisico otorrinolaringolégico e exames complementares

fazem parte da investigagao clinica da PAIR.

A anamnese convencional, como qualquer investigacdo de hipoacusia
neurossensorial, deve incluir os seguintes questionamentos: periodo de evolucao
dos sintomas, historico de intercorréncias neonatais, infec¢des (sarampo,
caxumba, meningite), uso de drogas ototoxicas, otites, trauma, doengas
metabolicas (diabetes, hipotireoidismo, dislipidemias), historia familiar de perda
auditiva e habitos de vida (tabagismo, alcoolismo). Além disso, os pacientes
devem ser questionados sobre o uso de arma de fogo e instrumentos musicais,

além de exposi¢ao ao ruido em atividades recreativas (danceterias, shows).

Na anamnese ocupacional, deve-se questionar sobre todas as atividades
profissionais realizadas, tipos de maquinas usadas, exposi¢do a produtos
quimicos, historico de acidentes e utilizagdo de protecdo auditiva individual

(130).

O exame fisico otorrinolaringoldégico completo deverd ser realizado na
investigacdo da PAIR com especial atengdo para a otoscopia e/ou
otomicroscopia (o exame clinico otoscopico ¢ normal na PAIR) e a acumetria

com pesquisa de Rinne e Weber.
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O exame complementar principal para o diagnostico da PAIR ¢ a
audiometria tonal aéreo-Ossea. Além da audiometria tonal, ¢ importante
investigar o limiar do reconhecimento de fala (LRF), o indice de reconhecimento
de fala (IRF) e a pesquisa de recrutamento auditivo. Em determinadas situagdes,
como na suspeita de simulacdo, podem ser solicitados os potenciais evocados
auditivos de tronco cerebral (PEATE) e as emissdes otoacusticas (EOA). A
audiometria ocupacional (somente via aérea) pode ser utilizada no
acompanhamento e no controle de perda auditiva; porém, ndo fornece
diagnostico da PAIR, pois a falta da via dssea ndo permite a identificagdo de
lesdo neurossensorial. Independentemente do tipo de exame audiométrico, ¢
importante o repouso auditivo de pelo menos 14 horas antes da realizacdo do

exame, para afastamento de possibilidade de se tratar de TTS.

De forma caracteristica, o primeiro sinal audiométrico da PAIR ¢ o
aparecimento da gota acustica com comprometimento dos limiares nas
frequéncias de 3.000, 4.000 ou 6.000 Hz, sendo restaurado em 8.000 Hz. A exata
localizagdo da gota acustica depende de diversos fatores, incluindo a frequéncia
do ruido e o comprimento do conduto auditivo. Nos estagios iniciais da PAIR, a
média dos limiares em 500, 1.000 e 2.000 Hz sdo melhores que a média em
3.000, 4.000 e 6.000 Hz, e os limiares em 8.000 Hz sdo melhores que o ponto

mais profundo da gota acustica.

De forma isolada, a PAIR, dificilmente produz uma perda auditiva superior
a 75 dB nas altas frequéncias e 40 dB nas baixas frequéncias. Entretanto, quando
combinada a outros tipos de perda auditiva (presbiacusia), pode ocorrer um

agravamento desses limiares. A velocidade de perda auditiva em fungdo da

89



PAIR ¢ maior nos primeiros 10-15 anos de exposi¢ao, reduzindo essa velocidade

a medida em que hd um agravamento da perda auditiva.

2.5.4 Diagnostico Diferencial da PAIR

Diversas doengas da orelha interna sdo responsaveis por uma hipoacusia
sensorio-neural, bilateral, simétrica e que compromete as altas frequéncias. Por
isso, essas doencas podem apresentar tragos semelhantes a PAIR. Muito
frequentemente, essas doencas podem estar combinadas, como nos pacientes

com presbiacusia associada a PAIR.

No diagnostico diferencial da PAIR estdo as seguintes doengas otologicas:
infecciosas (sarampo, meningite, sifilis, toxoplasmose, rubéola), ototoxicidade
(medicamentos ou exposicdo a produtos quimicos), traumas sonoros (ruidos
explosivos, arma de fogo), barotrauma (aéreo ou aquatico), trauma craniano,
metabolicas (diabetes, hipotireoidismo, dislipidemia), autoimunidade e

presbiacusia.

2.5.5 Tratamento

J& que a PAIR ¢ uma doenca com traco irreversivel, o Unico caminho ¢ a
reabilitacdo com aparelhos de amplificagdo sonora individual, quando indicado.
Nao existe tratamento clinico ou cirtrgico para a PAIR, por isso, a chave ¢ a

prevengao.

No ambiente do trabalho, ¢ importante a formagdo de uma equipe com
diversos profissionais (médicos, fonoaudidlogas, técnicos de seguranca) para
deteccdo dos niveis de ruido nos diferentes ambientes e promover um programa

de educagdo e monitoramento para protecao auditiva.
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A fim de evitar a instalagdo da doenca, programas de prevencdo sdo
fundamentais. Por isso, Orgdos governamentais instituiram o Programa de
Conservacao Auditiva (PCA) (124). Esse programa envolve o reconhecimento e
a avaliagdo dos riscos para a audi¢do, gerenciamento audiométrico, medidas de
protecdo coletiva, medidas de protecdo individual (EPI), educacdo e motivagao,

gerenciamento de dados e avaliagdo do programa.

Por enquanto, a PAIR ¢ uma doenga irreversivel. A conscientizagdo de
governos, empresarios, profissionais da saude e da populacdo parece ser o
caminho para a prevengdo. Nas ultimas décadas, em fung@o da construgdo dessa
consciéncia, vem ocorrendo uma progressiva reducdo da prevaléncia da PAIR,

especialmente no ambiente de trabalho.

2.6 A Genética da Perda Auditiva Induzida por Ruido

2.6.1 Descoberta de Genes da PAIR em Humanos

A descoberta de fatores genéticos que predispdoem a PAIR em humanos tem
encontrado muitas dificuldades. Até hoje, ndo existem estudos de
hereditariedade realizados, ja que ¢ impossivel coletar dados em familias em que
todos os individuos sdo expostos a condigdes idénticas de exposi¢do ao ruido.
Existem algumas técnicas alternativas em que as variantes causais podem ser
estudas através de genes candidatos, sendo cuidadosamente selecionados com
base na informacgao relacionada a sua funcdo bioldgica. Isso abriu oportunidades
para uma analise da possibilidade de esses genes aumentarem a susceptibilidade

a PAIR numa base populacional através de estudos de associacao.

Os estudos genéticos de susceptibilidade a PAIR em humanos sdo limitados

pelas dificuldades em avaliar de forma precisa o efeito cumulativo do ruido nos
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individuos. Os trabalhadores da industria que trabalharam por muitos anos na
mesma atividade s@o os individuos ideais para esses estudos de associagdo do
genoma inteiro, especialmente em fung¢do de que, nessas industrias, o grau de
exposi¢do ao ruido ¢ cuidadosamente monitorado. Entretanto, o uso de
protetores auditivos e a consisténcia da sua utilizagdo pode diferir entre os
trabalhadores numa mesma industria. Além disso, a variacao entre os tipos, dose,
padrdes e duracdo da exposi¢do ao ruido em diferentes industrias, dificulta a
avaliagdo do efeito cumulativo da exposi¢ao ao ruido, especialmente entre os

trabalhadores que mudam frequentemente de emprego.

Além da PAIR relacionada ao trabalho, a exposi¢do ao ruido recreacional
(como cagadas, musica por fones de ouvido, uso de ferramentas) ¢ mais dificil
de ser medida. Os estudos sobre PAIR, em individuos afastados de atividades
industriais, devem confiar somente no relato individual através de questiondrios
padronizados, o que pode gerar um viés de afericdo. O envelhecimento e fatores
ambientais (drogas, poluentes) podem também ser considerados fatores de
confusdo nos estudos genéticos de PAIR em humanos. Muitas vezes, ¢ dificil
distinguir a presbiacusia da PAIR. A PAIR pode ser distinguida da presbiacusia
através de um pico negativo na frequéncia especifica de 4 kHz da audiometria.
Entretanto, com a progressdo da PAIR, esse pico negativo se espalha e dificulta
a diferenciacdo com a presbiacusia. Finalmente, em relagdo a questionérios,
frequentemente os individuos ndo conhecem ou ndo se lembram se foram
expostos a drogas ototoxicas durante a sua vida. Além dos trabalhadores da
industria, a populagdo de militares ¢ passivel de investigacdo sobre a
susceptibilidade a PAIR. Entretanto, os resultados provavelmente serdo

diferentes entre essas duas populagdes. Enquanto os trabalhadores da industria
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estdo tipicamente expostos a ruidos continuos em intervalos de frequéncia

especifica, os militares sdo expostos a um ruido descontinuo e explosivo.

Os GWAS tém sido utilizados de forma bem-sucedida nos ultimos 5 anos
para identificar multiplos genes que interagem e contribuem para o fenotipo da
doenca. Até hoje, ainda ndo existem GWAS verdadeiros que avaliam a
susceptibilidade ao ruido em humanos. Isso ocorre em funcdo das limitagdes em
identificar um nimero suficiente de individuos susceptiveis e controles com
resisténcia ao ruido submetidos a um mesmo ambiente. Em estudos de
associagdo do genoma inteiro de larga escala, o DNA de milhares de individuos
diagnosticados com uma doenca especifica e 0 DNA de individuos ndo afetados
(controles) sdo rastreados e pareados, utilizando chips de DNA que contém entre
3.000 e 5.000 dos polimorfismos mais informativos no genoma humano. Isso
possibilita ao pesquisador identificar polimorfismos associados a doengas
especificas. Essas novas ferramentas facilitam a identificacdo de genes para
doengas complexas, ja& que pequenas alteracdes em diversos genes podem

contribuir para o fenotipo final (25).

A confiabilidade desses achados pode ser verificada através da replicacdo
dessa descoberta em uma segunda populacao, ndo relacionada (31). Os controles
envolvem uma andlise semelhante através de diferentes grupos étnicos (Europa
Oriental, Africa e Asia), j4 que alguns polimorfismos apresentam maiores
frequéncias em alguns grupos étnicos especificos e sdo menos informativos em
estudos de associacdo. Em fun¢do da grande quantidade de amostras de DNA e
polimorfismos, os GWAS tém sido muito caros. Entretanto, o desenvolvimento

de banco de dados com a ja conhecida frequéncia de alelos de polimorfismos
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(www.hapmap.org) e a disponibilidade de métodos de genotipagem massiva

(como os chips de DNA) tornam os GWAS mais factiveis.

Nos ultimos 10 anos, tem sido observado um grande aumento no niimero de
GWAS com o objetivo de identificar genes relacionados a susceptibilidade a
PAIR. Centenas de polimorfismos foram rastreados em genes envolvidos em
diferentes mecanismo e estruturas da orelha interna. Nesse sentido, foram
classificados em genes de estresse oxidativo, rotas de reentrada de potassio,

genes monogénicos de surdez e genes das proteinas heat shock.

Até hoje, os resultados mais promissores na PAIR foram obtidos com os
genes KCNEI e KCNQ4 na reentrada de potéassio na orelha interna (131)(132);
CAT, PCDHI5 e MYHI4 (133) e Hsp70 (134)(133). Esses genes foram
replicados em diferentes populacdes e apresentaram tamanho de amostra

suficiente para um poder de detec¢do de um alelo causal.

2.6.1.1 Genes de Estresse Oxidativo

A coclea ¢ um 6rgao metabolicamente ativo. O estresse oxidativo apresenta
um papel central na patomecanica da PAIR. As células ciliadas demandam uma
grande quantidade de energia durante e apds a exposi¢cdo ao ruido. Por isso,
subsequentemente, existe uma prolongada liberacdo de radicais livres (espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio), gerando dano ao epitélio coclear,
especialmente se o sistema de defesa antioxidante ndo for suficiente para
neutralizar essa agressdo. Existem dois grupos de enzimas antioxidantes que sao

ativas na cOclea.

O primeiro grupo compreende enzimas envolvidas no metabolismo da

glutationa, incluindo a glutationa S-tranferase (GST), glutationa peroxidase
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(GPX1I) e a glutationa redutase (GSR). As classes GST compreendem os genes
GSTM1 e GSTTI, que demonstram uma grande variabilidade genética em
humanos. Até 50% da populacdo caucasiana ndo apresenta o gendtipo para o

gene GSTT1 (135).

O segundo grupo de enzimas antioxidantes inclui as enzimas envolvidas na
quebra dos anions superoxido e perdxido de hidrogénio (catalase-CAT,
superoxido dismutase 1 — Cu/Zn SODI, superdxido dismutase 2 — SOD2
mitocondrial e paraxonase/arilesterase 2 sérica —PON2). Os resultados dos
estudos de associacdo entre as variagdes nos genes de estresse oxidativo e a

susceptibilidade a PAIR sdo ambiguos.

Rabinowitz et al. (135) analisaram os polimorfismos de delegcdo GSTMI e
GSTTI em 58 trabalhadores na industria. Descobriram que os portadores do
gene GSTM1 eram menos susceptiveis & PAIR. Essa associagdo foi considerada
espuria, ja que esse estudo ndo apresentava poder suficiente em funcdo do
pequeno tamanho de amostra. Um outro estudo com pequeno tamanho de
amostra (94 trabalhadores homens expostos ao ruido) analisou os polimorfismos
nos genes PONI, PON2 e SOD2. Os genes PON2 e SOD?2 apresentaram uma
associagdo estatisticamente significativa com a PAIR. Entretanto, esses
resultados devem ser interpretados com cautela, pois ndo apresentam poder

suficiente para detectar essa associacdo com o gene causal (136).

Em um estudo mais abrangente realizado em trabalhadores suecos (103
susceptiveis e 114 resistentes ao ruido selecionados de um banco de dados com
mais 1.200 trabalhadores), nenhum dos sete genes relacionados ao estresse

oxidativo (GSTM1, GSSTI1, CAT, SOD, GPX, GSR ¢ GSTP1) foram associados a
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PAIR (137). Entretanto, os mesmos autores demonstraram que o efeito do
tabagismo na susceptibilidade a PAIR ¢ dependente da presenca da dele¢do do
gene GSTMI. Essa relacdo sugere uma interagdo entre os genes e fatores

ambiental na susceptibilidade a PAIR (137).

Em fungdo da evidéncia de que o estresse oxidativo pode ser um
mecanismo subjacente a PAIR, a associagdo entre a CAT e a PAIR foi
novamente analisada em duas grandes popula¢des independentes (Suécia e
Polonia). Além dos trés polimorfismos originais, nove variantes adicionais
foram genotipadas a fim de ampliar a cobertura do gene em estudo. Além disso,
foi realizada uma analise estatistica mais detalhada, levando em consideragao as
interagdes entre os genodtipos com os niveis de exposi¢do ao ruido. Os autores
identificaram associagdes significativas para os dois polimorfismos em ambas as
amostras populacionais. Essa andlise sugeriu que o gendtipo pode apresentar
efeito diferencial na susceptibilidade ao ruido, considerando os niveis de

exposicao ao ruido (138).

Estudos mais recentes suportam o papel dos polimorfismos dos genes do
estresse oxidativo no desenvolvimento da PAIR. Demonstrou-se que o
polimorfismo do gene SOD2 na sequencia mitocondrial alvo estava associado
com a PAIR em trabalhadores chineses. Além disso, esse efeito foi intensificado
em niveis maiores de exposi¢dao ao ruido (139). Um estudo duplo-cego com 53
trabalhadores tratados com n-acetilcisteina apoia a hipdtese de que individuos
portadores dos gendtipos nulos nos genes GSTT1, GSTMI e GSTPI sao mais
susceptiveis a PAIR (140). Por outro lado, a ototoxicidade por aminoglicosideos,
que parece ter o mesmo mecanismo de estresse oxidativo, mostrou ser
independente dos polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTTI (141).
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2.6.1.2 Genes do Ciclo do Potassio

As células sensoriais da orelha interna sdo banhadas por endolinfa, que ¢ o
liquido extracelular enriquecido por ions de potdssio que preenche a escala
média da céclea. O potassio ¢ a principal carga que atua na transdugdo sensorial,
sendo esse ciclo do potassio fundamental para o processo de audi¢do. Esses ions
sdo secretados na endolinfa pela estria vascular, entram nas células ciliadas
através de canais apicais mecanossensiveis ao potassio e saem dessas células
através da membrana basolateral. Finalmente, migram por meio das células de
suporte e de fibrocitos em direcdo a estria vascular através das jungdes gap

(142).

Os genes envolvidos no ciclo do potéssio sdo essenciais para o processo de
audicdo. Isso estd evidenciado através de multiplas mutacdes desses genes
(GJB2, GJB3, GJB6, KCNEI, KCNQI e KCNQ4), as quais podem gerar formas
de perda auditiva sindromica e ndo sindromica (143)(144). Além disso,
camundongos deficientes para os genes SLC1242 e KCNJ10 desenvolvem perda
auditiva em fun¢do do colapso dos espacos endolinfaticos e incapacidade de
gerar potencial endococlear, respectivamente (145)(146). As variantes dos genes
do ciclo do potassio tém sido analisadas para explicar a variabilidade individual

a susceptibilidade ao ruido.

O primeiro estudo de associagdo sobre os genes que atuam no ciclo do
potassio foi realizado numa populagdo finlandesa. Esse estudo separou os 10%
de individuos mais resistentes (classificados como resistentes ao ruido) e os 10%
de individuos menos resistentes ao ruido (classificados como susceptiveis ao

ruido) numa amostra de 1.200 trabalhadores expostos ao ruido de acordo com a
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regulamentacdo ISSO 1999 (137). Esse grupo estudou se os portadores da
mutagdo 35delG no gene GJB2 sdo mais sensiveis ao desenvolvimento da PAIR.
Entretanto, ndo foi verificada diferenga entre os individuos resistentes e
susceptiveis a PAIR. A auséncia de significancia em relagdo a incidéncia dos
portadores foi confirmada em uma populagdo polonesa. Foi realizado um estudo
com 3.000 trabalhadores expostos ao ruido com graus de susceptibilidade ao

ruido semelhante entre os dois extremos do espectro fenotipico (147).

O estudo de associacdo seguinte foi realizado em uma amostra sueca e
envolveu 35 SNPs em 10 genes que controlam o ciclo do potdssio na orelha
interna. Foram cinco genes da familia da conexina, como Cx26 (GJB2), Cx30
(GJB6), Cx30.3 (GJB4), Cx31 (GJB3) Cx32 (GJBI); quatro genes de canais ou
subunidades de potédssio como KCNJI10, KCNQ4, KCNEI, KCNQI; e um gene
do cotransporte da bomba de sddio e potassio, como o SLC1242. Associagdes
significativas com PAIR foram observadas para trés polimorfismos no KCNE],
um polimorfismo no KCNQI e um polimorfismo no KCNQ4. Isso sugere que
esses sdo os primeiros genes envolvidos com a susceptibilidade a PAIR. Um dos
polimorfismos do gene KCNEI (D85N) tem sido testado em células ovarinas de
hamsters chineses. Existe a hipdtese de que a variante 85N possa levar a uma
maior concentragdo de potdssio e, como consequéncia, possa determinar um

aumento da susceptibilidade ao ruido no 6rgao de Corti (131).

Uma analise semelhante, porém com maior nimero de polimorfismos (99),
foi realizada numa populagdo polonesa (132). Nesse estudo, associagdes
significativas foram encontradas em sete de um total de 10 genes (KCNEI,
KCNQ4, GJBI, GJB2, GJB4, KCNJI0, KCNQI). Os resultados mais
interessantes foram obtidos nos genes KCNEI ¢ KCNQ4. Esses achados foram
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replicados pelos autores nos mesmos polimorfismos que foram previamente
publicados na amostra sueca (rs2070358 e O455H, respectivamente). A direcao
dessa tendéncia genética para o KCNE! foi a mesma em ambas as populagdes,
mas oposta para o KCNQA4. Isso pode ser explicado, teoricamente, por diferencas
nas frequéncias dos alelos ou nos padrdes de desequilibrio de ligagdo em ambas
as populagdes. Houve uma discreta diferenca nos procedimentos de sele¢do entre
os estudos, influéncia de diversos fatores ambientais ou associagdes falso-

positivas com a PAIR.

2.6.1.3 Formas Monogénicas de Surdez

Uma analise estendida de 644 polimorfismos em 53 genes candidatos foi
realizada em duas populagdes independentes (sueca e polonesa). As associagdes
positivas foram demonstradas para dois genes, um que codifica a protocaderina
15 (PCDHI5) e outra que codifica a miosina 14 (MYHI4) (133). Um
polimorfismo na PCDH15 resultou em associagdes significativas em ambas as
populagdes. Dois polimorfismos no gene MYHI4 resultaram numa associacao
positiva na amostra polonesa e em uma interacao significativa com exposi¢ao ao
ruido na amostra sueca. As caderinas, conhecidas por caderina 23 e
protocaderina 15, sdo moléculas que formam as ligagdes entre as células ciliadas
sensoriais da coclea e sdo essenciais para a transdugdo mecanoelétrica (148). Foi
demonstrado que a mutagdo da CDH23 quebra a organizagdo dos esterocilios,
gerando perda auditiva e disfungdo vestibular in camundongos waltzer. A
variante 753* desse gene foi correlacionada com a susceptibilidade a PAIR
(149). Em humanos, as muta¢des dos genes PCDH15 e CDH23 estdo associadas

tanto com a perda auditiva sindromica como nao sindromica.
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A MYHI4 codifica uma das proteinas da superfamilia miosina. Sao
proteinas motoras actina-dependentes que regulam a motilidade e a polaridade
das células ciliadas da céclea. A mutagdo na MYHI4 resulta em deficiéncia

auditiva autossomica dominante em humanos (DFNA4).

2.6.1.4 Genes Hsp70

As heat-shock proteins (HSPs) formam um grupo de proteinas que atuam na
sintese, construcao e transporte celular de diversas outras proteinas. As HSPs sdo
expressas no corpo celular em condigdes fisioldgicas e patoldgicas. A expressao
aumenta durante condi¢des de estresse, como exposi¢do ao ruido (150). Quando
induzidas por exposicdo a niveis sonoros moderados, podem proteger o ouvido
da exposicdo excessiva ao ruido (151)(152). Um total de trés genes sdo
responsaveis pelas HSPs, especialmente o HSP70-1, HSP70-2 ¢ o HSP70-hom.

Esses genes sao induzidos pelo calor, exceto o HSP70-hom.

As variagoes dos genes HSP70-1, HSP70-2 e HSP70-hom demonstraram
ser associadas a PAIR, e esses resultados foram replicados em trés populagdes
independentes (chinesa, sueca e polonesa)(134). Em uma populagdo chinesa de
194 trabalhadores, ndo houve diferenca estatisticamente significativa no
genoétipo e na distribuigdo de alelos entre os 93 individuos que desenvolveram
perda auditiva comparados aos 101 individuos sem perda auditiva. Entretanto,
mesmo que o polimorfismo ndo fosse suficientemente informativo em uma
doenga complexa, a analise do haplotipo foi realizada. Foi demonstrado que dois
haplotipos (GGC e GGT) dentre seis foram significativamente mais frequentes
no grupo com PAIR em comparagdo aos controles. Utilizando uma metodologia

semelhante e uma anélise dos dados para os mesmos polimorfismos dos genes, o
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estudo foi repetido nos grupos com 206 trabalhadores suecos e 238 poloneses.
Um polimorfismo no HSP70-hom resultou numa associacdo significativa com a
PAIR em ambas as amostras. O restante dos polimorfismos em HSP70-1 e

HSP70-2 foram somente significativos na amostra sueca.

A analise dos haplétipos compostos por trés polimorfismos revelaram
associagoes significativas entre a PAIR e o haplotipo GAC em ambas as
amostras, e com o haplotipo CGT na amostra sueca. Embora a comparagao dos
haplotipos nas populagdes asiaticas e europeias tenham revelado haplétipos
significativamente associados a PAIR, na populagdo chinesa, isso foi infrequente
e ausente na populacdo polonesa e sueca. Isso ndo exclui a possibilidade de uma
associagdo verdadeira do polimorfismo do gene HSP70 com a susceptibilidade
ao ruido, o que pode ser explicado pelas diferencas étnicas entre as amostras.
Esse estudo replicou a associacdo dos genes do HSP70 com a PAIR numa
terceira e quarta amostras expostas ao ruido, demonstrando evidéncia de que os

genes do HSP70 estdo associados com a susceptibilidade a PAIR.

2.6.2 Descoberta dos Genes da PAIR em Camundongos

Os camundongos geraram a primeira evidéncia da influéncia genética da
PAIR. Isso ocorreu em fungdo da recente identificagdo de genes que aumentam a
susceptibilidade ao trauma sonoro (153). A base genética da PAIR tem sido
claramente demonstrada em modelos animais. As linhagens de camundongos
(C57BL/6J), que apresentam perda auditiva relacionada ao envelhecimento,
foram também associadas a uma maior susceptibilidade ao ruido em comparagao

com outras linhagens (154)(155)(156). Além disso, diversos camundongos
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knockout, como SODI1-/- (157), GPXI-/- (158), PMCA2-/- (159) e CDH23+/-
(160), demonstraram ser mais sensiveis ao ruido que o tipo selvagem. Esses
estudos em camundongos knockout indicam que existem certos déficits que
quebram diferentes ciclos e estruturas dentro da coclea e geram um aumento da

susceptibilidade da orelha interna ao ruido.

A principal vantagem para estudos de PAIR em modelos animais ¢ a
capacidade de fornecer e monitorar, de forma precisa, a exposi¢ao ao ruido. Por
exemplo, uma exposi¢ao continua ao ruido num espectro de frequéncia e energia
durante 1-2 horas. Dada a homogeneidade genética das linhagens de
camundongos consanguineas, os camundongos apresentam menor variabilidade
nas medidas de desfecho quando comparados a outros modelos experimentais.
Entretanto, ¢ frequentemente dificil comparar os estudos com animais de
diferentes laboratorios devido a diferentes protocolos de exposi¢do ao ruido e
configuragdes diversas. A outra vantagem dos estudos animais, como PAIR, ¢ a
de que os pesquisadores tém acesso aos tecidos cocleares em diferentes
momentos apds a exposicao ao ruido para estudos histologicos de morfologia e
patologia, assim como analises moleculares de alteragdes na expressdo génica.
J4 em humanos, os pesquisadores somente tém acesso as estruturas cocleares de
ossos temporais extraidos durante autdpsias. As alteracdes das estruturas
cocleares em o0ssos temporais podem refletir o impacto cumulativo da exposi¢ao
ao ruido ao longo dos anos, os efeitos dos danos ambientais (como drogas
ototoxicas e/ou exposicdo quimica) e qualquer degeneracdo celular patologica
relacionada a idade. Embora as cole¢des de ossos temporais sejam extremamente

uteis e tenham gerado conhecimento sobre os padrdes de dano coclear, o tempo
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entre a exposicao ao ruido e a andlise de ossos temporais pode ser extremamente

longo.

Os geneticistas continuam a excluir ou a introduzir muta¢cdes humanas
conhecidas em genes de camundongos que codificam proteinas cocleares para
avaliagdo do efeito funcional. Além de analisar o quanto a mutacdo afeta os
limiares auditivos, serd também importante investigar a susceptibilidade ao
ruido, a qual ¢ uma érea ainda pouco explorada. A ampliagdo da colegdo de
camundongos mutantes gera oportunidade de avaliar se a eliminagcdo ou a
modificacdo de uma proteina em especial faz com que o camundongo seja mais

susceptivel a PAIR.

A principal limitagdo dos estudos com ruido ¢ o efeito da base genética do
camundongo mutante em relagdo a degeneragdo coclear fisiologica e a PAIR.
Enquanto algumas sublinhagens da linhagem 129 sdo completamente resistentes
ao ruido, o C57BL/6J, BALB/c e algumas sublinhagens da linhagem 129
comumente utilizados para gerar knockouts ou camundongos transgénicos sao
portadoras do alelo Cdh23ahll, o qual ¢ responsavel pela perda auditiva de
inicio precoce e pela PAIR (156). Os investigadores sdo estimulados a realizar
uma cruza do tipo retrocruzamento com o C57BL/6J para que os mutantes
apresentem uma base genética semelhante. A presenga do alelo Cdh23ahll pode
complicar a avalia¢do da funcdo auditiva nesses mutantes, especialmente apos os
4 meses de vida. Nesse momento, o camundongo da linhagem CBA mostrou
adquirir resisténcia ao ruido (161). Portanto, a selecdo da linhagem para estudos
de PAIR deve ser realizada com precaugdo. Quando trabalhar com o tipo

selvagem, deve ser recomendado a utilizagdo de hibridos F1 das duas linhagens
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consanguineas para se utilizar da forca do hibrido, o que reduz a variabilidade

das medidas de desfecho (162).

As mutagdes nulas nos camundongos CDH23 e PCDHI5 geram uma
desorganizacdo dos feixes de cilios e uma deterioragdo precoce do epitélio
sensorial auditivo e vestibular no camundongo waltzer (v; Cdh23834-835insQ)
e Ames waltzer, respectivamente (163)(164). Uma mutacdo missense da mutagao
Cdh2342210T no camundongo salsa gera um fenodtipo mais leve com
desenvolvimento normal, mas perda progressiva da ligacdo na ponta dos
estereocilios, resultando em perda auditiva que se assemelha aos pacientes com

DFNB12 (119).

A evidéncia de que os genes CDH23 e PCDHIS5 participam da PAIR
advém das linhagens de camundongos consanguineos que apresentam diferengas
sutis na sequéncia de genes. Estudos auditivos em camundongos comuns e
consanguineos demonstraram que, na idade de 23 meses, o camundongo da
linhagem CBA apresenta a melhor audicdo e a pior resposta nos limiares
auditivos de tronco cerebral. Por outro lado, os camundongos das linhagens
DBA/2J e C57BL/6J apresentam perda auditiva precoce e acelerada com a idade
(165). Diversos grupos tém comparado o camundongo CBA com o C57BL/6J e
tém demonstrado que a linhagem C57BL/6J apresenta perda auditiva precoce e
acelerada. Além disso, esses camundongos sdo mais susceptiveis ao ruido e
exibem maiores alteragdes dos limiares apods a exposi¢ao ao ruido na maioria das
frequéncias testadas (166)(167)(168). O camundongo CBA também apresenta
rapida recuperacdo da fun¢do auditiva nos primeiros 3 dias apos a exposicao ao
ruido, enquanto o C57BL/6J apresenta uma recuperagdo limitada com o passar

do tempo (155)(156)(149).
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Em estudo publicado em 2009 (169) foram realizados diversos
experimentos com modelos transgénicos para estudo da PAIR. Os camundongos
da linhagem consanguinea Castaneous (CAST/Ei) sdo resistentes ao ruido,
enquanto a linhagem C57BL/6J ¢ susceptivel. Foi utilizado a biblioteca genome-
tagged mice (GTM) para linhagens congénitas. Portadores de segmentos
definidos do genoma do CAST/Ei foram inseridos numa base genética de um
C57BL/6J, a fim de procurar loci que modificassem o dano auditivo gerado pelo
ruido na linhagem C57BL/6J. A PAIR foi gerada através da exposi¢do de
camundongos (6 a 8 semanas de vida) a uma intensidade sonora de 108 dB.
Foram testadas a audi¢do de cada camundongo até 23 dias apds a exposi¢ao ao
ruido através de PEATEs. Esse estudo identificou /oci que modificam a resposta
inicial ao dano gerado pelo ruido, assim como a recuperacao a longo prazo. Os
dados sugerem que multiplos alelos no genoma do CAST/Ei modificam a
patogénese da PAIR e que o rastreamento através de bibliotecas de linhagens
congénitas para determinados loci e tragos de interesse pode ser facilmente

realizado.

Os estudos de mapeamento identificaram um /ocus no cromossomo 10 de
camundongos, sendo responsavel pela perda auditiva de inicio precoce no
C57BL/6] e também em nove outras linhagens consanguineas comuns
(155)(170). Esse locus foi originalmente conhecido por AAl, e posteriormente
renomeado como AAll, sendo o primeiro locus relacionado a perda auditiva pela
idade. Testes de complementacdo genética mostraram que o Ahl e o Nihl sao
alélicos, ou seja, estdo localizados na mesma posicdo do cromossomo € sao
indistinguiveis entre si (171). Os camundongos que herdaram duas copias do

alelo mutante 4kl (homozigotos) apresentam perda auditiva precoce, assim
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como maior alteracdo dos limiares auditivos apos a exposi¢do ao ruido quando
comparados aos camundongos com uma ou duas copias do alelo 4h/ selvagem.
Assim, a sensibilidade ao ruido do camundongo C57BL/6J apresenta um traco
recessivo que ¢ cossegregado juntamente com o Ahl. A base genética desses
fenotipos ¢ um polimorfismo A753G no exon 7 da CDH23 (172)(149). A
alteracdo na adesdo ou reducdo da estabilidade da CDH23 pode conferir

susceptibilidade a perda auditiva pela idade e a PAIR.

O calcio intracelular ¢ uma importante molécula sinalizadora que regula a
liberagdo de neurotransmissores pela célula ciliada interna. O célcio também ¢
importante para manter as integragdes entre a CDH23 e a PCDH15, as quais sio
sensiveis ao calcio. A bomba de Ca-ATPase tipo 2 na membrana plasmatica
(PMCA2, ATP2B2) ¢ um importante regulador dos niveis de cdlcio entre os
estereocilios. Na orelha interna do camundongo, a PMCA?2 esta localizada nos
estereocilios e na parede basolateral tanto nas células ciliadas cocleares como
vestibulares. Considerando a sua importancia em manter a homeostase do célcio,
essa bomba de calcio ¢ claramente importante no desenvolvimento da PAIR. Os
defeitos na PMCA?2 afetam diretamente as interagdes entre CDH23 e PCDHI5, a
subsequente transdug¢do mecanica e sensorial do estereocilios e a liberagdo de
neurotransmissores pelas células ciliadas internas. Dessa forma, a inativacao das
mutagoes na ATP2B2 resultam em surdez e disfun¢do vestibular no camundongo
de mutagdo espontinea deaf waddler (dfw) e no camundongo com delegdo
especifica para ATP2B2 (173)(174). A expressdo fenotipica do mutante
recessivo com surdez (dfw) inativa a PMCA2 (175). Enquanto os homozigotos
dfw/dfw sdo surdos, os heterozigotos +/dfw apresentam audi¢cdo normal ou perda

auditiva de inicio precoce e rapidamente progressiva, dependendo do /ocus no
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cromossomo 10 modificado no modified deaf waddler (mdfw). Estudos genéticos
e funcionais revelaram como o mdfw ¢ alélico para Akl (176). A identificagdao do
CDH?23 como gene modificador do mdfw ¢ o primeiro exemplo de um gene
modificador de surdez em camundongos e uma interessante demonstragdo de
uma heranga digenética para surdez. Esses estudos geram evidéncia convincente
de que mutacdes sutis num gene podem modificar os efeitos num segundo gene,

gerando fendtipos extremos.

Além do papel critico da interagdo entre CDH23 ¢ PCDHI5, o calcio ¢
também importante para a sinalizagdo intracelular. O receptor de potencial
transiente vaniloide do tipo 4 (transient receptor potential vanilloid 4 - TRPV4)
¢ um canal catidbnico permeavel ao célcio que funciona como um receptor
osmossensorial e mecanossensorial. Na cdclea de camundongos, o TRPV4 ¢
expresso nas células ciliadas internas e externas e nos neurdnios do ganglio
espiral (177). O TRPV4 ¢ responsavel pelo influxo de célcio nas células ciliadas
externas induzido pela estimulacdo hipotonica. Camundongos knockout TRPV4
apresentam tanto morfologia coclear (6rgdo de Corti, neurénios do ganglio
espiral e estria vascular) como fun¢@o auditiva normal em comparagdo com o
tipo selvagem até 5 meses de vida. Entretanto, o camundongo knockout TRPV4
apresenta maior sensibilidade ao ruido. Isso esta evidente através da maior PTS

apos 4 horas de exposi¢ao ao ruido com 128 dB (177).

Tem sido demonstrado que a exposi¢ao ao ruido gera uma maior producao
de peroxido de hidrogénio na mitocondria e um desequilibrio na redugdo
oxidativa e na liberacdo do citocromo ¢, o qual desencadeia uma cascata de
apoptose e resulta em morte celular (178). O actimulo e a propagagao de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio/nitrogénio geram dano em um ampla area
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do orgao de Corti, nas células do ganglio espiral e na estria vascular (179)(157).
A ligacdo entre o ruido e o aumento da expressdo de espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio foi fortalecida através da demonstracdo dos efeitos
protetores de “limpadores” de radicais livres, como vitamina E, acido ascorbico,

d-metionina, n-acetilcisteina e a coenzima Q que mimetiza a idebenona (180).

O metabolismo do superoxido e dos derivados de peroxidos necessita de um
efeito combinado de catalase, SOD e enzimas dos sistemas antioxidantes de
glutationa, glutaredoxina e tioredoxina. A redu¢do da atividade de qualquer um
desses componentes pode gerar o comprometimento da capacidade antioxidante
e o aumento do dano gerado pelas espécies reativas de oxigénio/nitrogénio. A
eliminagdo parcial ou completa do SOD citosolico (Cu, Zn-SOD, SODI) em
camundongos gera um discreto aumento nos limiares auditivos basais e maior
sensibilidade ao ruido (181)(157). Entretanto, sobreexpressdo do SODI/ em
camundongos transgénicos, administragdo intracoclear do gene ou inje¢do
intraperitonial da proteina purificada ndo oferecem prote¢do adicional contra
ruido, ototoxicidade ou envelhecimento (182)(183)(184). Em comparacdo ao
SODI, o SOD mitocondrial (Mn-SOD, SODZ2) pode exercer um papel
importante. Os camundongos knockout Sod2-/- morrem dentro das primeiras 2
semanas de vida, enquanto os camundongos Sod2 +/- parecem ndo apresentar
patologia (185) e possuem audicdo normal na idade jovem (186). A
sobreexpressdo de SOD2 nao protege a audicdo e as células ciliadas de forma
efetiva pela ototoxicidade por aminoglicosideos (182). Portanto, o SOD2, com a
sua proximidade com os superoxidos produzidos pela mitocondria,
provavelmente tem participagdo importante na producdo de perdxido de

hidrogénio e no estresse oxidativo apos o ruido.
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O sistema da glutationa exerce um papel central nos mecanismos
antioxidantes intrinsecos. A glutationa ¢ um tripeptideo composto de glutamato-
cisteina-glicina em que um tUnico grupo — SH da cisteina residual atua como
receptor ¢ doador de elétrons. Os camundongos com auséncia da GPXI
apresentam elevados limiares auditivos e s3o mais susceptiveis ao ruido
(158)(187). As glutationas peroxidases (codificadas pela GPXI-6) utilizam a
glutationa reduzida (GSH) como um doador de elétrons para reduzir o peréxido
de hidrogénio em agua ou reduzir o hidroxiperéxido para o correspondente
alcool. Esse evento gera a glutationa dissulfato (GSSG). A GSSG pode ser
reduzida para gerar o GSH através da glutationa redutase (codificada pela GSR).
A biossintese da glutationa necessita de duas enzimas (glutamilcisteina ligase e
glutationa sintetase) dependentes de ATP (trifosfato de adenosina). Além disso,
a GSH pode formar conjugados através da ag¢do da glutationa S-transferase
(GST) ou reagir com componentes eletrofilicos de forma ndo enzimaética. De
fato, a conjugacdo da glutationa apresenta um aspecto essencial tanto para o
metabolismo normal como para o xenobidtico. A formacdo da proteina-S-SG
dissulfidica, conjugacdo da glutationa e da excrecdo da GSSG, pode reduzir a
disponibilidade de GSH e aumentar a demanda para restabelecer a capacidade
antioxidante (188). Um baixo nivel de glutationa pode gerar células mais

susceptiveis ao estresse oxidativo.

O fator de transcricdo de choque térmico (heat shock transcription factor -
HSF1) ¢ um importante fator de transcricdo que controla a resposta induzida
pelo estresse, protegendo as células e os tecidos de diversos estresses celulares e
ambientais (189). Essa resposta, conhecida por reposta de choque térmico, tem

sido conservada durante a evolucdo, desde as bactérias até os humanos. Os
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estressores ativam o HSF1, que trimeriza, se transloca do nucleo e se liga a
elementos nos genes para as HPSs. Tanto o estresse térmico quanto o ruido sdao
conhecidos por ativar a resposta de choque térmico na coclea e proteger de um
subsequente trauma sonoro (151)(190). Os camundongos com auséncia do HSF1
(Hsf1 knockouts) sao frequentemente mais sensiveis a estressores, especialmente
no sistema auditivo. O camundongo Hsf1-/- ¢ viavel (191) e apresenta limiares
auditivos normais (190)(192). Entretanto a reposta do tipo selvagem a um ruido
leve produz somente uma perda auditiva tempordria, o camundongo Hsf1-/-
apresenta uma maior perda auditiva e de células ciliadas externas (192). Durante
o estresse térmico, seja por choque térmico do corpo inteiro (151) ou por
hipertermia localizada (190), tem sido demostrado um aumento da expressao do
HSP70 na coclea, o que pode indicar o papel-chave para proteger as células

ciliadas de um subsequente estresse pelo ruido.

Foi demonstrado o efeito da exposi¢do intensa ao ruido na expressao de
moléculas que parecem ser importantes para o desenvolvimento da PAIR em
linhagens de camundongos consanguineos (128). Foram avaliados os
camundongos B6.CAST, 129X1/Sv] e 129S1/SvimJ. O protocolo de exposi¢ao
ao ruido gerou uma perda de 40 dB nos limiares auditivos de camundongos B6,
porém houve resisténcia ao ruido nas demais linhagens de camundongos. Apos 6
horas da exposi¢do ao ruido, a andlise da expressdo génica no labirinto
membranoso demonstrou um aumento da regulacdo de fatores de transcri¢ao
tanto no camundongo suscetivel quanto no camundongo resistente. Entretanto,
uma significativa reducdo dos genes envolvidos no ciclo celular (HSP70 e
HSP40, GADD45-beta e Cipl) foi detectada somente no camundongo resistente.

Além disso, houve uma upregulation de HSP70 e HSP40, GADD45-beta e Cipl
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nos camundongos da linhagem 129, sendo confirmado a nivel proteico. Ja que a
fun¢do dessas proteinas inclui um importante papel como potente rota celular
antiapoptotica, a sua upregulation poderia contribuir para a protecdo do

camundongo resistente ao desenvolvimento da PAIR.

Foram realizados estudos sobre a proteina de ligacdo a acidos graxos (fatty
acid-binding protein 3 - Fabp3) e a sua relagdo com a exposi¢do ao ruido (193).
A Fabp3 ¢ uma proteina de transporte intracelular de lipideos que tem papel na
mediacdo do metabolismo energético. A Fabp3 ¢ expressa nos neurdnios do
ganglio espiral e nas células de suporte do 6rgdo de Corti. Entretanto, ndo esta
claro o papel da Fabp3 na cdclea. Foi demonstrado que limiares auditivos de
potenciais evocados de camundongos knockout Fabp3 ndo se modificaram em
comparagdo ao tipo selvagem. Ao comparar com o tipo selvagem, o
camundongo mutante ndo demonstrou diferencas em relacdo a vulnerabilidade
da exposi¢do ao ruido. Esses resultados demonstram que a deficiéncia isolada da

Fabp3 nao afeta a fungdo auditiva.

Foram realizados estudos comparados sobre a linhagem de camundongo
CBA/Cal como modelo de perda auditiva relacionada a idade e a PAIR.
Considerando a resisténcia ao ruido e a limitada perda auditiva relacionada a
idade, foram realizados estudos com outras linhagens para encontrar padroes
semelhantes a linhagem CBA/Cal (194). Foram utilizadas algumas linhagens do
HMDP, o qual tem sido utilizado para GWAS a fim de estudar tracos complexos
em camundongos. A linhagem FVB/NJ ¢ parte do HMDP e foi previamente
descrita com um fenétipo auditivo semelhante ao CBA/Cal. Foi demonstrado
que a linhagem FVB/NJ desenvolve o fenotipo de perda auditiva relacionada a
idade mais precoce que o CBA/Cal. Além disso, camundongos jovens de
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FVB/NJ sdo mais vulneraveis a PAIR até as 10-12 semanas de vida. Isso sugere
que a linhagem FVB/NJ pode ser utilizada como modelo genético para formas
neurais de perda auditiva progressiva e para estudos de sensibilidade ao ruido na

idade jovem.

Foi estudado o fator de transcricdo LIM (Is//) em funcdo do seu papel
critico na orelha interna (195). Na orelha interna de camundongos, o Is// ¢
expresso na regido do otocisto, em células ciliadas jovens e nas células de
suporte. Nao ¢ expresso em células ciliadas auditivas no periodo pds-natal. Para
avaliar a expressdo continuada do Is// em células ciliadas no periodo pds-natal e
descobrir como afeta o desenvolvimento celular e a fun¢do coclear, foi criado
um modelo de camundongo transgénico. O Pouf4f3 promoveu uma
sobreexpressdo do Is// de forma especifica nas células ciliadas. As células
ciliadas com sobreexpressdao de Is// se desenvolvem normalmente, o que foi
confirmado por morfologia e fun¢do coclear (potenciais evocados auditivos e
emissdes otoaclsticas). A medida que o camundongo se aproxima da idade de
17 meses, os camundongos selvagens apresentam um progressivo aumento dos
limiares auditivos e uma perda de células ciliadas externas, traco de perda
auditiva relacionada a idade na linhagem com origem (C57BL/6J). Em contraste,
o camundongo transgénico Is// demonstrou significativamente uma menor
elevacao dos limiares auditivos e maior sobrevivéncia de células ciliadas. Além
disso, a sobreexpressao do Is// protegeu o ouvido da PAIR. Tanto as alteragdes
dos potenciais evocados quanto a morte de células ciliadas externas foram
significativamente menores em compara¢do ao tipo selvagem. Esse modelo
sugere um mecanismo subjacente comum na PAIR e na perda auditiva

relacionado a idade. Além disso, gera evidéncia de que a expressdo do Is// de
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forma especifica nas células ciliadas pode promover uma maior sobrevivéncia
celular e minimizar a perda auditiva que normalmente ocorre com o

envelhecimento e a exposi¢do ao ruido intenso.

2.7 A Familia NOX

A familia nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase ndo fagocitica
(NOX NADPH) ¢ composta por proteinas que transferem elétrons através de
membranas bioldgicas. De uma forma geral, o elétron que recebe ¢ o oxigénio e
o produto da reacdo de transferéncia de elétrons ¢ o superoxido. A fungdo
biologica das enzimas NOX ¢, portanto, a geracdo de espécies reativas de

oxigénio.

Todos os membros da familia NOX sdo proteinas transmembrana que
transportam elétrons através de membranas bioldgicas para reduzir oxigénio a
superdxido. De acordo com essa funcdo, existem propriedades estruturais
conservadas das enzimas NOX que sdo comuns entre todos os membros da
familia. Através do terminal COOH, esses tragos estruturais incluem: um local
de ligacdo para a NADPH na extremidade do COOH, regido de ligacdo com o
dinucledtido de flavina-adenina (FAD) na proximidade do dominio
transmembrana da extremidade COOH (carboxilo protonado), seis dominios
transmembrana e quatro histidinas heme-binding, duas histidinas no terceiro e
duas histidinas no quinto dominio transmembrana. Em fun¢do do dominio
transmembrana adicional NH2, as histidinas estdo no quarto e sexto dominio
transmembrana de proteinas DUOX (dual oxidases). Alguns tragos adicionais
sdo limitados a alguns membros da familia, como um dominio transmembrana

NH2-terminal e o0 dominio homologo a peroxidase.
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2.7.1 Espécies Reativas de Oxigénio na Familia NOX

As espécies reativas de oxigénio sdo pequenas moléculas derivadas do
oxigénio, incluindo radicais do oxigénio (superdxido, hidroxil, peroxil e alcoxil)
e alguns ndo radicais que podem ser agentes oxidantes e/ou facilmente
convertidos em radicais, como d4cido hipocloroso, ozonio e perdxido de
hidrogénio. Os oxidantes que contém nitrogénio, como Oxido nitrico, s@o
conhecidos por espécies reativas de nitrogénio. A geracdo de espécies reativas
de oxigénio ocorre através de uma cascata de reagdes que inicia com a produgado
do superoxido. O superoxido rapidamente altera o perdxido de hidrogénio de
forma espontinea, especialmente num pH baixo ou ¢ catalisado pelo superoxido
dismutase. Outros elementos da cascata da geracdo de espécies reativas de
oxigénio incluem a rea¢do do superdxido com o 6xido nitrico para formar o
peroxido nitrito, a formagdo catalisada pela peroxidase para formar &cido
hipocloroso a partir do peréxido de hidrogénio e a reagdo catalisada por ferro

com a geracao do radical hidroxil (196).

As espécies reativas de oxigénio interagem com um grande nimero de
moléculas, especialmente pequenas moléculas inorganicas, como proteinas,
lipidios, carboidratos e 4cidos nucleicos. Através dessas interagdes, as espécies
reativas de oxigénio podem destruir de forma irreversivel ou somente alterar a
funcdo da molécula alvo. Consequentemente, as espécies reativas de oxigénio
tém sido cada vez mais identificadas como principais responsaveis pelo dano aos
organismos bioldgicos. Em 1956, Harmann analisou o importante papel das
espécies reativas de oxigénio no envelhecimento (197) e gerou o conceito de que
as espécies reativas de oxigénio sdo agentes do dano celular, sendo entdo
amplamente aceitas nas teorias sobre envelhecimento (198). Recentemente, pelo
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menos uma funcdo benéfica da producdo de espécies reativas de oxigénio foi
publicada, sendo conhecida pela importdncia na defesa do hospedeiro. Essa
questdo se tornou bem clara através da relacio estabelecida entre a deficiéncia na
geracdo de espécies reativas de oxigénio e a reducdo da capacidade de atacar nos
leucécitos. Entretanto, nas ultimas décadas, um segundo importante conceito
sobre as espécies reativas de oxigénio foi estabelecido. De fato, as espécies
reativas de oxigénio estdo envolvidas ndo somente no dano celular e na morte de
patégenos, mas também em diversos processos regulatdrios reversiveis em

virtualmente todas as células e tecidos.

2.7.2 NOX3

A NOX3 foi descrita em 2000 com base na similaridade da sua sequéncia
em relacdo a outras isoformas da familia NOX (199). Os primeiros estudos sobre
a funcdo dessa proteina foram publicados somente em 2004 (200). A NOX3
compartilha uma semelhanca de 56% dos aminoacidos com a NOX2. O gene
humano para a NOX3 estd localizado no cromossomo 6. Por alinhamento da
sequéncia e andlise de hydropathy plot, acredita-se que a estrutura global da
NOX3 ¢ altamente similar a estrutura da NOX1 e da NOX2, especialmente em
relagdo aos dominios transmembrana, ao comprimento das algas extracelulares,
aos sitios de ligacio NADPH e FAD e a localizagao das histidinas (201)(199).

Até hoje, ndo foram publicadas variantes de ligagcdo para a NOX3.

Atualmente, ainda ndo existem publicagdes sobre a regido promotora da
NOX3. Entretanto, em funcdo da restrita distribuicdo tecidual, parece ser
provavel que a expressdo ¢ controlada por um conjunto distinto de fatores

regulatorios. De forma semelhante, ndo se conhece a localizagdo subcelular da
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NOX3. Entretanto, ja se conhece a dependéncia da NOX3 em relagdo as suas

subunidades:

1y

2)

3)

4)

P22PHOX: a NOX3 ¢ dependente da enzima p22phox. A proteina p22phox
estabiliza a expressdo da NOX3 (202) e gera a translocag¢do da p22phox para
a membrana plasmatica (203). Em estudos funcionais, a p22phox ¢
necessaria para a ativagdo da NOX3 (204)(202), e o corte da p22phox inibe a
geracdo de espécies reativas de oxigénio pela NOX3 (204). Ainda existem
algumas davidas sobre a relevancia in vivo da p22phox na fun¢do da NOX3,
J& que os pacientes com deficiéncia de p22phox ndo apresentam disfuncao
vestibular.

Auséncia de subunidades citosolicas: na auséncia de subunidades citosoélicas,
a NOX3 ¢ heterogeneamente expressa e inativa (201), pouco ativa
(200)(203) ou substancialmente ativa (202).

NOXOL1: foi observado um aumento da atividade de NOX3 na presenga de
NOXO1 em todos os estudos (200)(201)(202)(203). O argumento mais forte
para o papel crucial da NOXO1 na ativacdo de NOX3 advém de estudos in
vivo, os quais demonstram que a inativagdo de NOXO1 mimetiza o fendtipo
do camundongo deficiente para NOX3 (205). Assim, parece ser
inquestionavel o fato de que a NOXOI1 ¢ uma parceira essencial da NOX3 in
Vivo.

NOXATL: os resultados sobre a necessidade de NOXA1 sdo contraditérios.
Enquanto alguns estudos encontraram um aumento da atividade da NOX3
através da NOXAT1 (200)(203), outros ndo encontraram o mesmo resultado

(201)(202). Entao, os resultados dos estudos de expressdo dependem de
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5)

6)

condi¢des experimentais. Por isso, serd importante dados in vivo de animais
deficientes em NOXA1 para um maior esclarecimento.

P47PHOX e P67PHOX: Em estudos de expressdao, P47PHOX e P67PHOX
sdo capazes de ativar NOX3 (200)(201)(202)(203). Entretanto, a relevancia
fisiolégica desses achados ¢ questiondvel, pelo menos em relagdo a
P47PHOX. A perda da fungcdo da NOXO1l em camundongos ¢ suficiente
para mimetizar a delegdo do fendtipo NOX3 e ndo foram demonstrados
sintomas vestibulares em camundongos e pacientes deficientes para
P47PHOX.

RAC: A dependéncia da NOX3 sobre a RAC ¢ ainda uma questdo em
debate. Dois estudos sugerem independéncia da RAC (201)(202), enquanto
um terceiro estudo sugere um certo efeito (203). As diferengas desses
achados podem ser devido a um menor rigor para a RAC ativar NOX3, ou a
presenga de uma RAC endogena em células que seriam independentes de

RAC.

Existe duvida se a ativacio do sistema NOX3 ¢ dependente ou
constitucionalmente ativa. A evidéncia bioquimica atual indica a favor de
uma ativagao constitucional. A NOXO1, a subunidade-chave para a ativagao
de NOX3, ativa NOX3 de forma intrinseca em sistemas reconstituidos.
Entretanto, existe duvida, do ponto de vista fisioldgico, sobre o motivo pelo
qual seria necessdrio um sistema ativo de geracdo de espécies reativas de

oxigénio na orelha interna.

Em humanos, NOX1, NOX3 e NOX4 apresentam, de forma especifica,
um polimorfismo ndo sindnimo codificado. O polimorfismo Lys!71Thr no
NOX3 tem sido validado através de dados de frequéncia e gendtipo. Ocorre
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com maior frequéncia na populagio do leste da Asia (40%) do que em

individuos descendentes de europeus e africanos (3%).

2.7.3 O Nox3 e a Orelha Interna

O camundongo com o gene Nox3 codifica a NADPH oxidase, que ¢
primariamente expressa na orelha interna e ¢ necessaria para o desenvolvimento
e a fungdo apropriada do sistema vestibular (200)(201)(206). De forma
especifica, se acredita que as seis proteinas de ligacdo transmembrana NADPH
codificadas pelo gene Nox3 interagem com as duas proteinas transmembranas
codificados pela Cyba e pela proteina citosolica codificada pela NOXOI1. Isso
ocorre para formar, parcial ou completamente, um complexo funcional de
NAPDH oxidase que ¢ capaz de transportar elétrons através de membranas
biologicas. Dessa forma, o oxigénio forma o superdxido e gera uma cascata

subsequente de espécies reativas de oxigénio.

A geragdo de espécies reativas de oxigénio pelas células da orelha interna tem
sido demonstrada em reposta a agentes ototdxicos e ao ruido (207)(208)(209).
Estudos com o RNA mensageiro do gene Nox3 demonstraram uma alta
expressdo na orelha interna (200)(206), tanto no sistema vestibular como no

sistema coclear.

Diferentes aspectos geraram a defini¢do do gene Nox3 como a NADPH
oxidase da orelha interna. Foi caracterizado o camundongo mutante de “cabega
inclinada” através de genética reversa, sendo reveladas mutagdes subjacentes no

gene Nox3 (206). Em funcdo da constatagdo de que o camundongo de cabeca

118



inclinada realmente apresenta déficit vestibular, foi estabelecido o papel

funcional do gene Nox3 na orelha interna.

Baseado em um clone derivado da orelha interna, um estudo realizou uma
analise detalhada da distribuicao do gene Nox3 através de PCR em tempo real e
hibridizacdo in situ. Encontraram uma alta expressdo do gene Nox3 na orelha
interna, especialmente no epitélio sensorial coclear e vestibular e no ganglio
espiral (210). Baixos niveis de Nox3 podem ser também detectados em outros
tecidos, como no bago fetal (199), rim fetal (200), osso do cranio e cérebro

(200).

A expressdao do Nox3 ndo € observada em camadas ndo sensoriais, como na
estria vascular. Existe a possibilidade de que as células que expressam o Nox3
apresentem uma mesma origem embriologica, ja que o epitélio sensorial coclear
e vestibular se desenvolvem a partir de um espessamento ectodérmico comum
(200). A localizacdo celular precisa do Nox3 (células sensoriais ou de suporte) e

subcelular (vesiculas ou membrana plasmatica) ¢ ainda desconhecido.

O papel do Nox3 no sistema coclear ¢ ainda desconhecido. O
“camundongo de cabega inclinada” parece apresentar audicdo normal (206).
Entretanto, como esses estudos foram realizados nos camundongo C57BL/6J, os
quais sdo caracterizados por uma perda auditiva severa e precoce (211)(212),

mais estudos sobre esse topico devem ser realizados.

Existe forte evidéncia de que as espécies reativas de oxigé€nio participam
da fisiopatologia da perda auditiva associada a envelhecimento, ruido e drogas.

Dessa forma, a enzima NOX3, geradora de espécies reativas de oxigénio, deve
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estar envolvida na perda auditiva. Até hoje, poucos dados experimentais estdo

disponiveis sobre esse tema.

Existem dois pontos que sugerem o papel do gene Nox3 na perda auditiva.
Em primeiro lugar, a localizagdo do Nox3 na orelha interna (200), que
corresponde aos sitios anatomicos de dano oxidativo na perda auditiva, como
descrito anteriormente (213)(214). Em segundo lugar, as drogas ototdxicas,

como a cisplatina, ativam o Nox3 in vitro (200).

Em funcdo da natureza reativa, as espécies reativas de oxigénio interagem
com uma variedade de pequenas moléculas inorginicas e macromoléculas
biologicas. Isso pode causar dano oxidativo irreversivel nesses alvos especificos
e em outras células e tecidos (215). De fato, as espécies reativas de oxigénio tém
sido amplamente associadas a perda auditiva induzida por envelhecimento, ruido
e drogas (216)(217)(218). Além disso, a descoberta do gene Nox3 na orelha
interna tem levantado a possibilidade de que a NAPDH oxidase dependente de
Nox3 seja uma das principais fontes de espécies reativas de oxigénio

potencialmente danosas.

Um estudo recente (219) sugere que isso pode de fato ocorrer. Nesse
estudo, os autores conseguiram inibir a perda auditiva induzida pela cisplatina
em chinchilas através da administragdo transtimpanica de siRNA diretamente
contra o Nox3. Em outros estudos, a perda completa de fun¢do do locus do Nox3
pode gerar protegdo contra a perda auditiva em algumas linhagens susceptiveis.
Ainda ¢ necessario um maior entendimento sobre a funcdo dos componentes da
NADPH oxidase e de seus alelos mutantes na orelha interna. Também ha

necessidade de um maior entendimento sobre o papel construtor na estrutura e
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na funcdo do sistema vestibular e sobre o papel deletério na perda auditiva

relacionada a envelhecimento, ruido e drogas.

2.7.3.1 O Nox3 e o Sistema Vestibular

O Nox3 tem um papel fundamental na formacao das otoconias. As otocOnias
sd0 pequenos cristais encontrados no aparelho vestibular, as quais contribuem
para a deteccdo da aceleragdo linear e da gravidade. As otocoOnias sdo compostas
de uma combina¢do de material organico, especialmente a proteina ofocin 90
(OC90) e o sal inorganico carbonato de céalcio. A importdncia do Nox3 para a
formacao das otoconias estd claramente demonstrado em camundongos mutantes

com perda de funcdo do Nox3.

Esses camundongos sdo incapazes de formar otocoOnia e, portanto, sofrem de
um disturbio de equilibrio conhecido por fenétipo de “cabeca inclinada” (206).
Existe uma linhagem de camundongo com perda de fungdo por mutacdo na
subunidade NOXO1 do Nox3, o qual apresenta um fendtipo muito semelhante
(205). O papel do Nox3 na formagdo da otoconia ndo foi ainda completamente
entendido, ja que falta o conhecimento de como ocorre efetivamente a formagao
da otoconia. O modelo predominante sugere os seguintes elementos: vesiculas
enriquecidas por calcio sdo liberadas das células de suporte do epitélio sensorial
em uma camada gelatinosa dentro da endolinfa. O epitélio ndo sensorial secreta
o componente organico OC90 (220). Dentro da endolinfa, 0 OC90 ¢ submetido a
mudanca na forma e interage com vesiculas de calcio. Finalmente, as vesiculas
acumulam uma endolinfa enriquecida por carbonato e bicarbonato e a

cristalizagdo ocorre gerando a formagao da otoconia.
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De forma especifica, se acredita que as seis proteinas de ligacdo
transmembrana com a NADPH (codificadas pelo Nox3) interajam com as duas
proteinas transmembrana (codificadas pela Cyba) e com a proteina citosélica
(codificada pela NOXOI1) para formar em parte, ou completamente, um
complexo funcional de NADPH oxidase que ¢ capaz de transportar elétrons
através de membranas bioldgicas. Isso permite que o oxigénio forme superdxido

e gere uma subsequente cascata de espécies reativas de oxigénio.

A mutacdo em qualquer um desses componentes tem um efeito profundo na
capacidade do camundongo de detectar a aceleragdo e a gravidade. Esses déficits
sdo demonstrados através de anormalidades no comportamento (205)(206). Um
comportamento aberrante pode incluir postura obliqua da cabega e, em graus
variados, hiperatividade e movimentos circulares. As anormalidades no
comportamento sdo mais aparentes quando esses camundongos sdo desafiados.
Essas anormalidades incluem deficiéncia de reflexos no contato com o ar e com
o solo, performance fraca no teste do bastdo rotatdrio, anormalidade nos testes

de equilibrio estatico na barra e inabilidade em nadar.

Tem sido desenvolvido um método ndo invasivo para detectar os
potenciais evocados vestibulares (VSEPs) em camundongos (221)(222). Através
desse teste, foi demonstrado que a perda da fungdo nos mutantes NOX3, Cyba e
NOXO1 gera a completa auséncia dos VSEPs (222). Assim, parece claro que a
producdo de espécies reativas de oxigénio participa de forma construtiva para o

desenvolvimento e a funcdo do sistema vestibular.

O papel do Nox3 na biossintese da otocOnia ndo estéd claro. Existem algumas

hipoteses, como: 1) a expressao do NOX3 dentro do epitélio sensorial poderia
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influenciar no enchimento das vesiculas de calcio (205); 2) as espécies reativas
de oxigénio derivadas do Nox3 poderiam induzir uma mudanca na conformagao
da proteina OC90; 3) as espécies reativas de oxigénio derivado do Nox3, em
combinag¢do com a lactoperoxidase, poderiam induzir a peroxidacdo lipidica,
alterando as propriedades da membrana das vesiculas contendo célcio e,

consequentemente, permitindo uma interagdo com a OC90.

2.7.3.2 O Nox3 e o Dano Auditivo

A cisplatina ¢ um agente quimioterapico amplamente utilizado que pode
causar perda auditiva significativa. Estudos prévios tém demonstrado que a
exposicdo a cisplatina estd associada a um aumento da produgdo de espécies

reativas de oxigénio na cdclea.

O knockdown do Nox3, através do pré-tratamento com siRNA, preveniu a
ototoxicidade pela cisplatina, como demonstrado pela preservacdo dos limiares
auditivos e das células sensoriais da orelha interna. O Nox3 siRNA
transtimpanico reduziu a expressdo de Nox3 e biomarcadores de dano coclear,
especialmente o canal receptor de potencial transiente vaniloide do tipo 1
(TRPVI) e a molécula de lesdo renal-1 (KIM-1) nos tecidos cocleares. Além
disso, o siRNA contra o Nox3 reduziu a apoptose, como demonstrado pela
coloragdo TUNEL, preveniu o aumento da expressdo da proteina associada a
bel-2 (BAX)/do gene BAX e anulou a redugdo da expressdo da proteina linfoma

de células B 2/do gene BCL?2 seguida da administragao de cisplatina.

A administracdo transtimpanica de siRNA, diretamente contra o Nox3,
pode ser um método util na atenuacdo da ototoxicidade a cisplatina. O Nox3

parece participar da mediacdo na producdo e no dano causado pela
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administracdo da cisplatina sobre a coclea. O knockdown desse gene pela
administracdo de siRNA na orelha média protege a coclea contra dano celular,
morte celular e perda auditiva que pode ser causada pelas espécies reativas de

oxigénio geradas em fun¢do da upregulation de Nox3.

Essa estratégia pode abrir caminhos para novos tratamentos e prevenir a
perda auditiva causada pela cisplatina. Outros danos na orelha interna causados
por ruido, antibidticos aminoglicosideos, envelhecimento e toxinas ambientais
podem danificar a coclea através da ativagdo de Nox3. Todos esses insultos tém

sido envolvidos no aumento da producao de espécies reativas de oxigénio.

O tnico estudo que explorou o efeito da PAIR na familia NOX (incluindo o
gene Nox3) foi realizado em ratos (223). Esse estudo ndo indicou se o gene Nox3
aumentou ou reduziu a susceptibilidade ao ruido. Esse estudo somente avaliou
os niveis de expressdo do Nox3 apds a exposi¢do ao ruido. Alguns membros da
familia NADPH oxidase (NOXI E DUOX2) sofreram uma upregulation na
coclea dos ratos apds a exposi¢do ao ruido. Isso sugere que essas isoformas
poderiam estar relacionadas ao dano coclear. Por outro lado, a isoforma Nox3
sofreu uma downregulation apo6s a exposi¢do a um ruido de 100 dB e 110 dB (7
e 5 vezes, respectivamente). Isso poderia representar um mecanismo protetor

enddgeno contra o estresse oxidativo.
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3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O envolvimento genético da perda auditiva induzida por ruido (PAIR) tem sido
claramente demonstrado em animais, ja que diferentes linhagens de camundongos
consanguineos apresentam diferentes susceptibilidades ao ruido.

Estd bem estabelecido que pessoas expostas ao ruido de forma semelhante
apresentam varia¢do no grau de perda auditiva, indicando um componente genético.
Entretanto, a descoberta das interagdes entre o gene e o ambiente em humanos,
como na susceptibilidade a PAIR, apresenta muitas dificuldades no controle da
exposicao.

Por isso, foi proposto um estudo de associacdo do genoma inteiro (“mapeamento
gendmico”) utilizando camundongos. O estudo com modelos animais permite que a
exposi¢do ao ruido seja cuidadosamente controlada, facilitando o estudo de tracos
complexos, como a PAIR. Essa andlise de associa¢do permite um mapeamento
genético da susceptibilidade a PAIR e, subsequentemente, uma andlise e confirmagao

de genes candidatos.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral

* Apresentar um mapeamento genético da susceptibilidade a perda auditiva
induzida pelo ruido (PAIR) em camundongos consanguineos através de um

estudo de associacdo do genoma inteiro.

4.2 Objetivos Especificos

* Demonstrar a variagdo fenotipica de susceptibilidade a PAIR nas diferentes
linhagens de camundongos consanguineos.

* Analisar o gene candidato mapeado através da utilizagdo de um modelo de
camundongo mutante.

* Determinar o papel do gene candidato a PAIR através de estudos

eletrofisiologicos e de imuno-histoquimica.
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5 ARTIGO EM LINGUA INGLESA

Genome-wide association study identifies Nox3 as
a critical gene for susceptibility to noise-induced

hearing loss.

Abstract

In the United States, roughly 10% of the population is exposed daily to hazardous levels
of noise in the workplace. Twin studies estimate heritability for noise-induced hearing
loss (NIHL) of approximately 36% and strain specific variation in sensitivity has been
demonstrated in mice. Based upon the difficulties inherent to the study of NIHL in
humans we have turned to the study of this complex trait in mice. We exposed 5 week-
old mice from the Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP) to a 10 kHz octave band
noise at 108 dB for 2 hours and assessed the permanent threshold shift 2 weeks post
exposure using frequency specific stimuli. These data were then used in a genome-wide

association study (GWAS) using the Efficient Mixed Model Analysis (EMMA) to
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control for population structure. In this manuscript we describe our GWAS, with an
emphasis on a significant peak for susceptibility to NIHL on chromosome 17 within a
haplotype block containing NADPH oxidase-3 (Nox3). Our peak was detected after an
8 kHz tone burst stimulus. Nox3 mutants and heterozygotes were then tested to validate
our GWAS. The mutants and heterozygotes demonstrated a greater susceptibility to
NIHL specifically at 8 kHz both on measures of distortion product otoacoustic
emissions (DPOAE) and on auditory brainstem response (ABR). We demonstrate that
this sensitivity resides within the synaptic ribbons of the cochlea in the mutant animals
specifically at 8 kHz. Our work is the first GWAS for NIHL in mice and elucidates the

power of our approach to identify tonotopic genetic susceptibility to NIHL.

Author Summary

Noise-induced hearing loss (NIHL) is the most common work-related disease in the
world and the second cause of hearing loss. Although several candidate gene association
studies for NIHL in humans have been conducted, each are underpowered, un-
replicated, and account for only a fraction of the genetic risk. Buoyed by the prospects
and successes of human association studies, several groups have proposed mouse
genome-wide association studies. The environment can be carefully controlled
facilitating the study of complex traits like NIHL. In this manuscript, we describe, for
the first time, an association analysis with correction for population structure for the
mapping of several loci for susceptibility to NIHL in inbred strains of mice. We
identify Nox3 as the associated gene for susceptibility to NIHL that the genetic
susceptibility is frequency specific and that it occurs at the level of the cochlear synaptic

ribbon.
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Introduction

Noise-induced hearing loss (NIHL) is a worldwide leading occupational health risk
in industrialized countries and is the second most common form of sensorineural
hearing impairment, after presbyacusis [1]. In the United States, roughly 10% of the
total population is exposed daily to hazardous levels of noise in the workplace [2]. The
most extreme workplace environment for NIHL is the Armed Forces. According to the
Department of Veterans Affairs, hearing loss is the most common disability among U.S.
troops in the Middle East. The financial impact of these disability claims on the VA is
staggering and likely will continue to grow. According to the American Tinnitus
Association (http://www.ata.org/), the number of disability claims from hearing injury is
expected to increase by 18% per year with a total cost of $1.2 billion annually [3]. Risk
could be reduced with a better understanding of the biological processes that modulate
susceptibility to damaging noise. It is believed that NIHL is a complex disease resulting
from the interaction between environmental and genetic factors and it is well recognized
that people with similar exposures to noise show variation in the amount of hearing loss,
indicative of a genetic component [4].Twin studies estimate heritability for noise-

induced hearing loss (NIHL) of approximately 36% [5].

The discovery of gene by environment interactions in human disease, such as
susceptibility to NIHL, has many inherent difficulties, most notably, controlling for
exposure. Although several candidate gene association studies for NIHL in humans
have been conducted, each is underpowered, un-replicated, and accounts for only a

fraction of the genetic risk. In addition, no heritability studies have been performed,
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since families, where all subjects are exposed to identical noise conditions, are almost

impossible to collect.

The genetic basis of NIHL has been clearly demonstrated in animals as different
susceptibilities to noise have been seen in different inbred stains of mice [4]. Mouse
strains (C57BL/6J) exhibiting age-related hearing loss (AHL) were shown to be more
susceptible to noise than other strains [6]. Also, several knockout mice including SODI1-
/- [7], GPX1-/- [8], PMCA2-/- [9] and CDH23+/- [10] were shown to be more sensitive
to noise than their wild-type littermates. The mouse has been an essential animal model
for studies in hearing loss, and advances in mouse genetics, including genome sequence
and high density single-nucleotide polymorphism (SNP) maps, provide a suitable
system for the study of a complex trait such as NIHL [6]. The identification of novel
genes is crucial for the discovery of new pathways and gene networks that will improve
our knowledge of basic hearing biology and identify new therapeutic targets with the

potential to combat NIHL.

Due to the limitations of human genome-wide association study (GWAS) and
quantitative trait locus (QTL) analyses in mice, we have chosen to use a genome-wide
association strategy incorporating the Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP). The
HMDP is a collection of classical inbred (CI) and recombinant inbred (RI) strains
whose genomes have been sequenced and/or genotyped at high resolution [11]. Power
calculations have demonstrated that this panel is superior to traditional linkage analysis
and is capable of detecting loci responsible for 5% of the overall variance. Several
studies have successfully mapped candidate loci for complex traits using this panel and
we have recently published a meta-analysis for age-related hearing loss incorporating

the HMDP [12] [13] [14] [15].
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In this manuscript we describe, for the first time, an association analysis with
correction for population structure in the mapping of several loci for susceptibility to
NIHL in inbred strains of mice. After completing a preliminary screen of the HMDP, an
intriguing locus appeared warranting further exploration. Herein, we describe a
genome-wide significant peak on (Chr.) 17 within a haplotype block containing
NADPH oxidase-3 (Nox3) and provide evidence supporting its role in susceptibility to
NIHL. Furthermore, we demonstrate frequency-specific genetic susceptibility within the

mouse cochlea.

Materials and Methods

Ethics statement

The Institutional Care and Use Committee (IACUC) at University of Southern
California, Los Angeles, approved the animal protocol for the HMDP strains and the
Nox3"™ mice (JACUC 12033). HMDP strains and C57BL/6JEi] Nox3"
(Nox3"/Nox3", Nox3"/+ and wild-type) were anesthetized with an intraperitoneal
injection of a mixture of ketamine (80 mg/kg body weight) and xylazine (16 mg/kg

body weight).
The Hybrid Mouse Diversity Panel

A detailed description of the HMDP (strain selection, statistical power and mapping
resolution) is provided in Bennett BJ, et al. 2010. [11]. Approximately four female mice
for each HMDP strain were purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME).

Only female mice were tested to avoid confounding effects of sex. Mice were 4 weeks
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of age, and to ensure adequate acclimatization to a common environment, mice were
aged until 5 weeks. 5-week-old mice were selected to eliminate the potential effects of
age-related hearing loss contributing to our phenotype. All mice were maintained on a

chow diet until sacrifice.
Genotyping

Common and recombinant inbred strains were previously genotyped by the Broad
Institute (www.mousehapmap.org). Of the 140,000 SNPs available, 108,064 were
informative (allele frequency > 5% and less than 20% missing data) and were used for

the association analysis.

Pre and Post Noise Exposure Hearing Thresholds

Stainless-steel electrodes were placed subcutaneously at the vertex of the head and the
right mastoid, with a ground electrode at the base of the tail. Body temperature was
maintained and monitored. Artificial tear ointment was applied to the eyes. Each mouse
was recovered on a heating pad at body temperature. Auditory signals were presented as
tone pips with a rise and a fall time of 0.5 msec and a total duration of 5 msec at the
frequencies 4, 8, 12, 16, 24, and 32 kHz. Tone pips were delivered below threshold and
then increased in 5 dB increments until goal of 100 dB. Signals were presented at a rate
of 30/second. Responses were filtered with a 0.3 to 3 kHz pass-band (x10,000 times).
For each stimulus intensity 512 waveforms were averaged. Hearing threshold was
determined by inspection of auditory brainstem response (ABR) waveforms and was
defined as the minimum intensity at which wave 1 could be distinguished. Data was
stored for offline analysis of peak-to-peak (P1-N1) values for wave 1 amplitudes. Post-

exposure thresholds were evaluated by the same method 2 weeks post-exposure.
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Pre and Post Exposure DPOAE Determination

Distortion product otoacoustic emissions (DPOAEs) were analyzed as input/output
(I-O) functions with 2f;- f, (primary measure). Primary tones were set at a ratio of f,/f;
= 1.2 with the f, between 8 to 32 kHz(f, level set 10 dB less than the f; level)and L,
ranging from 20 to 70 dB. The noise floor was measured by averaging 6 spectral points
(above and below the 2f;- f;). After both waveform and spectral averaging DPOAEs
were extracted. Threshold was defined as the L, level needed to produce a DPOAE of 0

dB SPL with a signal to noise ratio (SNR) > 3 dB.

Noise exposure and audiometric equipment

6 week-old mice were exposed for 2 hours to 10 kHz octave band noise (OBN) at
108 dB SPL using a method adapted from Kujawa and Liberman (2009) [16]. The OBN
noise exposure was previously described [17]. For 2 hours, mice were placed in a
circular “s-inch wire-mesh exposure cage with four shaped compartments and were able
to move about within the compartment. The cage was placed in a MAC-1 soundproof
chamber designed by Industrial Acoustics (IAC, Bronx, NY) and the sound chamber
was lined with soundproofing acoustical foam to minimize reflections. Noise recordings
were played with a Fostex FT17H Tweeter Speaker built into the top of the sound
chamber. Calibration of the damaging noise was done with a B&K sound level meter

with a variation of 1.5 dB across the cage.

A data acquisition board from National Instruments (National Instruments
Corporation, Austin, Texas) was regulated by custom software (used to generate the
stimuli and to process the responses). Stimuli were provided by a custom acoustic

system, made up of two miniature speakers, and sound pressure was measured by a
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condenser microphone. Testing involved the right ear only. All hearing tests were
performed in a separate MAC-1 soundproof chamber to eliminate both environmental

and electrical noise.

Cochlear RNA Extraction

For each HMDP strain, both cochleac from each 8-week-old mouse were removed.
The inner ear was micro-dissected and the surrounding soft tissue and the vestibular
labyrinth was removed. The dissected cochleae were then frozen in liquid nitrogen and
then ground to powder. RNA was extracted and purified by placing cochlea samples in
RNA lysis buffer (Ambion). The sample was incubated overnight (4°C), centrifuged
(12,000g for 5 minutes) to pellet insoluble materials and RNA isolated (following
manufacturer’s recommendations). This procedure generates approximately 300 ng of

total RNA per mouse.

Gene Expression Analysis

[llumina’s Mouse whole genome expression, BeadChips, was used for the gene
expression measurements. Amplifications and hybridizations were performed according
to Illumina’s protocol (Southern California Genome Consortium microarray core
laboratory at UCLA). RNA was reverse transcribed to cDNA using Ambion cDNA
synthesis kit (AMIL1791) and then converted to cRNA and labeled with biotin. Further,
800ng of biotinylated cRNA product was hybridized to prepare whole genome arrays
and was incubated overnight (16-20 hrs) at 55°C. Arrays were washed and then stained
with Cy3 label. Excess stain was removed by washing and then arrays were scanned on

an [llumina BeadScan confocal laser scanner.

Efficient Mixed-Model Association (EMMA)

163



EMMA is a statistical test for association mapping correcting for genetic relatedness
and population structure and consider the mean per strain and also individual
measurement per mouse to increase the statistical power. We have previously
demonstrated that p <0.05 genome-wide equivalent for GWA using EMMA in the
HMDP is P = 4.1x10® (—log10P = 5.39)[18]. An R package implementation of EMMA

is available online at http://mouse.cs.ucla.edu/emma.

Candidate Gene Characterization

RefSeq genes were downloaded from the UCSC genome browser
(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) using the NCBI Build37 genome
assembly to characterize genes located in each association. ~EMMA was used to
calculate association (P-values) for the probes corresponding to the RefSeq genes. The
confidence interval (95%) for the distribution of distances between the most significant
and the true causal SNPs, for simulated associations that explain 5% of the variance in
the HMDP, is 2.6 Mb [11]. Only SNPs mapping to each associated region were used in
this analysis. We selected SNPs that were variant in at least one of the HMDP classical
inbred strains. Non-synonymous SNPs within each region were downloaded from the

Mouse Phenome Database (http:// phenome.jax.org/).

Characterizing the Nox3"* mice

The generation and initial characterization of Nox3" allele was previously described
[19]. The Nox3" allele arose spontaneously (endogenous retroviral insertion into intron
12) on the GL/Le strain, but has since been made congenic onto the C57BL/6JEiJ strain.
To circumvent the probability of additional alleles from the donor strain this congenic

region was backcrossed for more than 10 generations. Since the downless mutant allele
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is not present in this strain the congenic interval containing Nox3 is likely less than 5
centimorgans (http://jaxmice.jax.org/strain/002557.html). Nox3" (known as the head-
tilt or het mice) carry autosomal recessive, spontaneous mutations that lead to otoconial
absence with no apparent abnormalities in other organs. The otoconia deficit results in
head-tilting behavior and absent vestibular-evoked potentials (VsEPs) but normal

thresholds ABR [20].

Pre exposure ABR, DPOAE and VsEP in male and female mice (5 weeks old) of
varying Nox3" genotype (Nox3"/Nox3"" and Nox3"/+) and wild-type (C57BL/6JEiJ
strain) was measured as described above. Pre-exposure threshold levels were obtained at
1 week prior to noise exposure and the animals were assessed for noise damage 2 weeks
after exposure. The ABR permanent threshold shift (PTS) was defined as the difference
between pre-exposure and post-exposure thresholds at each tested frequency. One-way
ANOVA was used to test the significance and post hoc Tukey test for multiple

comparisons.

Cochlear Whole Mount Preparation

Mice were sacrificed less than 24 hours after the post exposure ABR. Cochleae were
dissected from the surrounding tissues and openings were made into the coils by
piercing the apex and rupturing both the oval and the round windows. The dissection
was done in cold PBS. After dissection, cochleae were fixed in 4% paraformaldehyde
for overnight at 4°C and then washed with PBS. Further dissection was done to expose
the organ of Corti. For permeabilization and blocking, tissue was immersed for 1 hour
in PBS containing 0.2% Triton X-100 (Sigma Chemical) and 16% normal goat serum
(SouthernBiotech). Samples were incubated overnight at room temperature with

primary antibodies (rabbit anti-myosin6, 1:500, Proteus Biosciences and purified mouse
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anti-CtBP2, 1:500, BD Biosciences) for doubled-staining. Secondary antibody was then
applied and tissue was incubated in the dark overnight (Alexa 594 donkey anti-rabbit,
1:500, Life technologies and Alexa Fluor-488 anti-mouse, 1:500, Life technologies).
After, samples were washed three times in PBS and mounted on glass slides using
Fluoromount G (SouthernBiotech). Microscopy was carried out with a laser confocal
microscope (Olympus IX81) with epifluorescence light (Olympus Fluoview FV1000).
Outer hair cell loss (% per 100um) was counted and plotted as cytocochleogram by
relating distance of cochlear apex to the tonotopic map of mice of strain CBA [21].
Percentages indicate the normalized location of the inner and outer hair cells in the

cochlea (0%, apical and 100%, basal end) in 10% steps.

Synaptic ribbon density was plotted for each correspondent ABR frequency (4, 8, 12,
16, 24 and 32 kHz) against the same tonotopic map. Inner hair cells were analyzed in a
row (50 um) for each frequency. CtBP2 immunofluorescence spots were counted in z-
stacks and divided by the number of inner hair cells (measured as the quantity of nuclei)

in the sample.

Nox3" PCR

Polymerase chain reaction (PCR) was performed for Nox3 using the following
primers: Nox3-int12F, GTTCTGGAGCACCACCTTGT; Nox3-int12R
CCCATAGGGAGCCAAGAAAT; and ERV-R, TGTCAAGCTGACTCCACCAG
[19]. PCR products were separated on a 1.5% agarose gel containing 0.5 mg/ml

ethidium bromide.

Results
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There exists phenotypic variation in susceptibility to NIHL

within the HMDP.

In an effort to identify genomic regions associated with NIHL susceptibility, we
phenotyped 5-week old female mice (n=297) from 64 HMDP strains (n= 4-5/strain) for
thresholds after noise exposure using Auditory Brainstem Response thresholds at
specific ABR stimulus frequencies. The stimuli consisted of 4, 8, 12, 16, 24 and 32 kHz

tone bursts.

A wide range of ABR thresholds were observed across the HMDP with differences
of 3.22-fold between the lowest and the highest strains for thresholds at 8 kHz post-
noise exposure (Fig 1). Frequencies of 4, 12, 16, 24 and 32 kHz demonstrated

differences of 1.55, 3.25, 3.57, 2.74 and 3.75-fold, respectively.

Genome-wide association analysis of NIHL reveals frequency

specific genetic susceptibility.

EMMA algorithm was applied to each phenotype separately to identify genetic
associations for the six tone-burst stimuli [18]. Adjusted association p-values were
calculated for 108,064 SNPs with minor allele frequency of > 5% (p < 0.05 genome-

wide equivalent for GWA using EMMA in the HMDP is p=4.1 x 10, -log1 0P=5.39).

At this threshold, genome-wide significant associations on Chr. 2 (rs27972902;
p=8.6x10"") and Chr. 17 (rs33652818; p=2.3x10°) were identified for the 8 kHz stimuli
(Table 1, Fig 2). Additionally, a significant association signal on Chr. 15 (rs32934144;

p=1.7x10") was identified for the 16 kHz tone burst and two significant regions on Chr.
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3 (rs30795209; p=5.5x10") and Chr. 15 (rs32278602; p=5.9x10"") were identified at 32

kHz.

Characterization of NIHL GWAS peaks.

Within each association peak there were 4 (Chr. 15), 11 (Chr. 3), 10 (Chr. 17) and 2
(Chr. 2) unique RefSeq genes. We next identified genes within each of the five intervals
possessing functional alterations. Genes were selected based upon their regulation by a
local expression QTL (eQTL) in the HMDP or if they harbored a non-synonymous (NS)
SNP that was predicted to have functional consequences. For the eQTL analysis, we
generated gene expression microarray profiles using RNA isolated from cochleae in 64
HMDP strains (n =3 arrays per strain). EMMA was then used to perform an association
analysis between all SNPs and array probes mapping within each region. A total of
18,138 genes were represented by at least one probe, after excluding probes that
overlapped SNPs, present among the classical inbred strains used in the HMDP (see
Methods). Of these, 6 genes (4 within Chr. 3 association and 2 within Chr. 17
association) were identified with at least one probe whose expression was regulated by a
local eQTL (Table 2). However, the only probe whose expression was regulated by a

significant local eQTL in the cochlea was located on Chr. 17.

We determined whether any of the 27 genes implicated in our preliminary GWAS
had a defined role in the inner ear. The associations on Chr. 2, 3 and 15 did not harbor
known cochlear genes. Only NADPH oxidase 3 (Nox3) on Chr. 17 had been implicated
in inner ear biology with mutants lacking otoconia in the utricular and saccular maculae

[22] and its high expression in the inner ear [23].
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Detailed analysis of the Chr 17 association highlights Nox3 as

a candidate gene.

Of all genes at the chromosome 17 locus, one gene, 7fbI/m, had a significant
(1.08x10°) eQTL (Fig 3). Of note, Nox3, the gene in which our peak GWAS SNP is
located, does not have an eQTL in the cochlea; however, there was a clear
demonstration [23] that Nox3 is highly expressed (at least 50-fold higher than in any
other tissues) in specific portions of the inner ear. Based on these data and the location
of our peak GWAS SNP (rs33652818), we focused on Nox3 as a plausible candidate

gene for NIHL at the chromosome 17 locus.

Nox3"* mice are more susceptible to NIHL.

To directly test the hypothesis that Nox3 was associated with susceptibility to NIHL
we characterized previously generated Nox3"' mice for pre- and post-noise exposure
ABR thresholds and PTS after 4, 8, 12, 16, 24 and 32 kHz tone-burst stimuli. Consistent
with our original GWAS finding, this analysis revealed a statistically significant
reduction in the PTS in wild-type mice (C57BL/6JEiJ strain) compared to Nox3"/* and
Nox3"/Nox3"" at 8 kHz (Fig 4). As a comparison, the effects of the peak SNP
(rs33652818) at the Nox3 locus on ABR at various frequencies is shown in Fig 5.
Interestingly, there were significant differences as a function of genotype at both the 4
kHz and the 8kHz test frequencies, although the level of significance at 4 kHz
(p=1.1x10"") is only suggestive (Fig S1) and does not reach genome-wide significance
(Table 1). Thus, the significant and highly suggestive association of rs33652818 with

ABR at 8 and 4 kHz, respectively, in the HMDP, as well as the frequency-specific
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phenotype exhibited by the Nox3"“/Nox3" mice, suggests that Nox3 may be involved in

NIHL at the lower end of the frequency spectrum.

For a detailed analysis of the entire auditory pathway, we next evaluated outer hair
cell (OHC) activity using DPOAE and the inner hair cell (IHC) and neuronal responses
by ABR wave I peak-to-peak amplitudes. Despite the absence of a statistically
significant difference in DPOAE thresholds (Fig 6A) at 8, 16, 22 and 32 kHz, there was

a pronounced difference at 8 kHz in the wave 1 ABR peak-to-peak amplitudes (Fig 6B).

The DPOAE (Fig 7A) suprathreshold amplitudes (dB SPL) and ABR wave 1
amplitudes (uV) (Fig 7B) for the 8 kHz tone burst were compared at different stimulus
intensities. Both analyses demonstrated statistically significantly less noise damage in

the wild-type in comparison to the heterozygous and mutant mice.

To confirm these electrophysiological findings, we collected cochleae from pre- and
post-noise exposure Nox3"“ mice and wild-type. First, we assessed OHC loss
throughout the entire cochlea by creating a cytocochleogram (Fig 8A) of
immunolabeled (Fig 8B) whole-mount organs of Corti to correlate with the DPOAE
findings. Subsequently, the IHC afferent synaptic density (Fig 9) was analyzed as a

marker of the neuronal responses (suprathreshold ABR wave 1 amplitude).

Despite the absence of a statistical significance in OHC loss, the Nox3"/+ and
Nox3"/Nox3"" mice demonstrated a significantly reduced post-noise exposure density

of synaptic ribbons (at the 8kHz tonotopic location).
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Discussion

NIHL Genome-wide Association Study

We have, for the first time, used association analysis with correction for population
structure to map several loci for hearing traits in inbred strains of mice. Our results
identify a number of novel loci for susceptibility to NIHL. Additionally, our study
demonstrates frequency-specific genetic susceptibilities to noise within the cochlea and
the power of our GWAS to detect frequency-specific loci that are precisely recapitulated

in a mutant mouse model.

Mouse GWAS has revolutionized the field of genetics and has lead to the discovery
of hundreds of genes that are involved in complex traits [24]. Our successful mapping
largely came from the initial observation that there was a clear strain variation at all post
noise exposure hearing phenotypes, reiterating the contribution of genetic factors to
NIHL susceptibility. This wide distribution of phenotypes and genotypes facilitated our

high-resolution genetic mapping.

We used a combined set of 64 classic inbred and recombinant inbred strains, a portion
of the HMDP, as an extension of the classical inbred strain association. This increased
the statistical power of the classical association studies by including a set of
recombinant inbred strains in the mapping panel [25]. The HMDP provided significant
statistical power and resolution to identify a locus for NIHL susceptibility that was
precisely modeled in a mutant strain [26]. Although this panel is composed of 100
commercially available inbred strains, with roughly two-thirds of this panel we were
able to map 5 loci, reflecting the power to detect loci with moderate effect. In addition

to the power present in this resource, the resolution of this panel is, in some cases, two
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orders of magnitude better than that achieved with linkage analysis, as we have recently

demonstrated in our mouse GWAS for age-related hearing loss [27].

In an unprecedented manner, this new paradigm was applied to the first high-
resolution mapping of candidate genes for NIHL susceptibility. Our GWAS generated
significant associations in at least five loci at three different post-noise exposure
stimulus frequencies, corresponding to a total 27 candidate genes. All of these candidate
genes require adequate characterization, but the first gene to be validated by a genetic
mutant mouse model was Nox3. Nox3 was selected for further investigation based upon
its relatively restricted expression in the cochleo-vestibular epithelium and spiral

ganglion neurons [23].

Nox3 and the Inner Ear.

The Nox3 gene was described in 2000 based upon its sequence similarity to other
Nox isoforms (encodes an NADPH oxidase) [28]. The overall structure of Nox3 is
highly similar to that of Nox/ and Nox2 [29] and Nox3 shares 56% amino acid with
Nox2 [30]. Encoded by Nox3, the six-transmembrane NADPH-binding protein interacts
with a two-transmembrane protein (encoded by Cyba) and a cytosolic protein (encoded
by Noxol). This activation releases a functional NADPH oxidase complex that is able to
transporting electrons across membranes towards oxygen (O;) generating superoxide

(Oze-) and subsequent reactive oxygen species (ROS) [19].

First studies on the Nox3 function were published in 2004 and generated the
definition of Nox3 as an NADPH oxidase of the inner ear [23][22]. Banfi, et al,

performed analysis of Nox3 distribution (real time PCR and in situ hybridization) and
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reported high Nox3 expression in the inner ear (cochlear/vestibular sensory epithelia and
the spiral ganglion). Following exposure to cisplatin, HEK293 cells transfected with
Nox3 produced Oje- spontaneously and generated a dramatic increase in O,e-
production [23]. Paffenholz et al. [22] reported that mutations of the ket locus affect
Nox3 and that these head tilt mice (het) have impaired otoconial formation in the utricle
and saccule resulting in balance defects, such as the inability to detect linear
acceleration or gravity. Based upon this finding we chose to pursue interrogation of

Nox3, a gene within our locus on Chr. 17.

Subsequent studies have established a role for the Nox3 gene as the primary source
of ROS generation in the cochlea, especially induced by cisplatin ototoxicity [31]. The
knockdown of Nox3 (pretreatment with siRNA) prevented cisplatin ototoxicity with
preservation of hearing thresholds and hair cells. Also, it reduced the expression of
Nox3 and biomarkers of damage (TRPV1 and KIM-1) in cochlear tissues [32]. siRNA-
mediated gene silencing of Nox3 alleviated cisplatin-induced hearing loss in rats and
reduced apoptosis of the sensory hair cells in the cochlea [33]. Although there was no
similar evidence regarding NIHL, this key role for Nox3 in the development of cisplatin
ototoxicity confirming its role in regulatory mechanisms of cochlear damage

encouraged us to validate this candidate gene for NIHL.

The only study exploring NIHL and the NOX family (including Nox3) was
completed in rats [34]. This study did not indicate whether the Nox3 gene decreased or
increased the susceptibility to noise, but instead it evaluated Nox3 expression levels
after noise exposure. Some members of the NADPH oxidase family (Nox/ and Duox2)
were up-regulated in the rat cochlea after noise exposure, suggesting that these isoforms
could be linked to cochlear injury. In contrast, the Nox3 isoform was down-regulated
after exposure to 100 dB SPL and 110 dB SPL by seven and fivefold respectively,
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which could represent an endogenous protective mechanism against oxidative stress.
This protective mechanism may have decreased the impact of the noise among wild-
type rats by reducing the expression of Nox3 and decreasing the difference related to
mutants. However, the in vivo data was based on the use of a non-specific Nox inhibitor
that targeted multiple members of this enzyme without conclusively demonstrating that
Nox3 plays a role in NIHL. Our study, by contrast, has used animal models with
naturally occurring genetic variation and specific genetic perturbation of Nox3 to

directly implicate this oxidative stress enzyme in hearing.

According to our study, noise exposure might have an opposite effect to cisplatin on
Nox3 expression, suggesting differential involvement of Nox3 on noise and cisplatin-
induced cochlear damage. Based upon this literature we hypothesized that the absence
or reduction of the Nox3 gene product, responsible for the production of ROS in the
cochlea, would reduce susceptibility to noise and were startled by our findings. A
review of the literature shows there are several key protective mechanisms attributed to
the Nox family of genes. These mechanisms include: host defense and inflammation
(ROS-dependent killing, inactivation of microbial virulence factors, regulation of pH
and ion concentration in the phagosome and anti-inflammatory activity), regulation of
gene expression (TNF-alpha, TGF-betal and angiotensin II), cellular redox potential,
cellular signaling (inhibition of phosphatases, activation of kinases, regulation of ion
channels and Ca2+ signaling), oxygen sensing (kidney, carotid body and lungs),
biosynthesis, regulation of blood pressure, cell growth, angiogenesis, differentiation and
senescence [30]. These protective mechanisms may very well play a role in the findings

of susceptibility to NIHL in the wild-type animals.

Validation of Nox3’s role in NIHL.
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We were able to validate our frequency-specific GWAS findings in isolation by
studying Nox3" mutant mice. After noise exposure there was a statistically significant
difference between the wild-type mice in comparison to the homozygous mutants and
the heterozygotes on several measures of auditory function specifically and solely after
the 8 kHz exposure. Contrary to the initial expectations, the presence of the Nox3 gene
was clearly protective against noise damage. Also we were able to demonstrate the
genotypic effect of the peak SNP at the same GWAS phenotype at 8 kHz. We also show
genotypic effect on 4 kHz, but this finding was only suggestive in GWAS and not

confirmed in Nox3" mutants.

We dissected this phenotype in detail physiologically by assessing OHC function
using DPOAEs and IHC/auditory nerve function using ABR. Although there was no
statistically significant difference in DPOAE thresholds amongst the genotypes, there
was a marked difference in the amplitude of wave 1 of the ABR after suprathreshold
stimulation with the 8 kHz tone burst. This suggested that the mechanism of hearing
loss, in relation to Nox3, resided in the spiral ganglion neurons and likely at 8§ kHz along

the cochlear place map.

There are many genes differentially expressed along the tonotopic axis of the
cochlea, and this has been shown for Nox3 [35]. It is likely that our frequency specific
finding of variation in susceptibility to NIHL is the result of this tonotopic expression

pattern.

Considering that all of the results pointed to the area of 8 kHz, we initiated a
thorough electrophysiological and histological dissection at this particular frequency.
The evaluation of the DPOAEs and suprathreshold wave 1 ABR amplitudes was

performed at multiple stimulus intensity levels. For each study, the wild-type were more
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resistant to NIHL at only at 8 kHz. We performed immunohistochemistry two weeks
after the noise exposure. Although the difference in OHC loss was not significant, we
demonstrated a significantly higher density of synaptic ribbons in wild-type mice. Thus,
the electrophysiological findings were verified by the immunohistochemistry,
demonstrating that the presence of Nox3 is protective at the neuronal level and that the
sensory neural hearing loss after noise exposure occurred at this level of the peripheral

auditory system.

The absence of differences in outer hair cell count was also verified by its
corresponding electrophysiological measure of DPOAE thresholds. However, through
the evaluation of DPOAE suprathreshold amplitudes, we were able to observe a
statistically significant higher amplitude in the wild-type mice. These three different
measures of the integrity of the outer hair cells (outer hair cell count, DPOAE
thresholds and DPOAE suprathresholds amplitudes) have different sensitivity profiles to
demonstrate the impact of noise. Probably DPOAE suprathreshold amplitude is the
most sensitive measurement, since there is greater signal-noise ratio. This metric
indicates that there is significantly less impact on the activity of the outer hair cells in

wild-type mice.
Nox3 Plays a Protective Role in the Cochlea of Mice.

Although Nox3 is associated with production of O,¢- in the inner ear, the Nox family
has several physiological and potentially protective mechanisms. Definitely, this
protective role explains the fact that the absence of Nox3 increased susceptibility to
NIHL in our mouse models. However, there is a lack of specific studies about the
mechanisms of the Nox3 gene due to this very focal expression in the inner ear and

functional data on Nox3 have been only gathered in overexpression systems [36]. Most
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evidence regarding these mechanisms is derived from other isoforms, like Nox2, which
is functionally similar to Nox3 [29]. Thus, due to the limited literature, we relied on the

other isoforms to formulate hypotheses about the mechanisms of susceptibility to NIHL.

Since ROS are commonly related to inflammation, an anti-inflammatory activity of
NOX enzymes would seem illogical. However, over recent years there has been a
striking number of publications pointing in the opposite direction. Most of the data
about the anti-inflammatory activity of Nox enzymes comes from studies using mice
deficient in the phagocyte NADPH oxidase Nox2 as demonstrated by a decreased
capacity to degrade phagocytized material in Nox2-deficient cells leading to the
accumulation of debris [37]. Also, this hyperinflammation might be due to a lack of
ROS-dependent signaling in Nox2-deficient phagocytes and ROS-dependent attenuation
of Ca2+ signaling contributing to enhanced inflammation. Lastly, impairment of
oxidative inactivation of proinflammatory mediators leads to a prolongation of the

inflammatory response [30].

Hyperinflammation in NADPH oxidase-deficient mice was demonstrated in mouse
models of Helicobacter gastritis [38][39], arthritis [40], demyelinating disease [41], and
sunburn [42]. In experimental lung influenza infection, Nox2 deficient mice
demonstrated larger inflammatory infiltrates [43]. Also, by studying endothelial
dysfunction, the absence of Nox4 resulted in reduction of endothelial nitric oxide
synthase expression, nitric oxide production, and heme oxygenase-1 expression, which

was associated with apoptosis and inflammatory activation [44].

There is mounting evidence that NOX enzymes have a role in limiting the
inflammatory response and we have shown this to be true in noise-induced cochlear

damage. This anti-inflammatory activity of NOX enzymes is poorly understood in the
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cochlea. So far, as described in other isoforms, our initial hypothesis is that there are
important protective mechanisms, such as an anti-inflammatory response resulting from
noise exposure. This anti-inflammatory mechanism would be crucial to protect the
cochlea against noise injury, overcoming its potential for damage caused by the release

of ROS.

Conclusion

In this manuscript we report the first functional validation of a gene of the auditory
system arising from a GWAS. We demonstrate Nox3 is involved in susceptibility to
NIHL and mice deficient in Nox3 are the most susceptible. This finding was specific to
8 kHz both physiologically (ABR threshold and DPOAE/ABR suprathreshold
measures) and histologically at the level of the hair cell/auditory neuron synaptic
ribbon. Our findings validate the power of the HMDP for detecting NIHL susceptibility

genes and the tonotopic genetic susceptibilities present within the mouse cochlea.
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Figure 1. Characterization of post-exposure thresholds in the HMDP. Mean + SEM
for 8 kHz post-noise exposure hearing thresholds in 64 HMDP inbred mouse strains.

The difference between the strains with the lowest and the highest values were 3.22-

fold.
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Figure 2. GWAS results for post-noise exposure thresholds in the HMDP.
Manhattan plot showing the association (-logl0) p-values (-logP) for 8 kHz in 64
HMDP inbred mouse strains. The analysis was performed using 108,064 SNPs with a
minor allele frequency > 5%. Each chromosome is plotted on the x-axis in alternating
brown and blue colors. SNPs on Chr. 2 and Chr. 17 for 8 kHz exceeded the

predetermined genome-wide significance threshold (-logP = 5.39).
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in the HMDP centered on the lead SNP at the Nox3 locus (rs33652818). The blue

diamond represents the most significant SNP (p = 9.63E-06) and SNPs are colored

based on their LD with the most significant SNP being: red SNPs in LD at r*>0.8,

orange SNPs in LD at r">0.6 and green SNPs in LD at r*>0.4. The positions of all

RefSeq genes are plotted using genome locations (NCBI’s Build37 genome assembly).
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Figure 4. Nox3"" mice have greater PTS (permanent threshold shift) for 8 kHz.
Nox3"/Nox3"" and Nox3"/+ display significantly greater PTS in comparison to wild-
type controls. Data shown are mean comparisons analyzed by one-way ANOVA (post
hoc Tukey test for multiple comparisons). *p < 0.05. Homozygous = Nox3"/Nox3"":

Heterozygous = Nox3"/+ : Wild-type = C57BL/6JEiJ strain.
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Figure 5. Genotypic effects of the peak SNP (rs33652818) at the Nox3 locus.
Comparison between alleles GG and AA across the various frequencies. There is a

statistically significant difference between the alleles at 4 and 8 kHz. * = p value <

0.001. Error bars +/- 1 SE.
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Figure 6. Topographical analysis of the auditory pathway at different frequencies

(post-noise exposure). Although no significant difference was seen for the DPOAE
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thresholds (6A), the wild-type controls show a higher wave 1 amplitude (p = 0.010)
only at 8 kHz compared to Nox3"“/+ and Nox3"“/Nox3" (6B). One-way ANOVA
(Tukey test for multiple comparisons). * = p < 0.05. Homozygous = Nox3"“/Nox3""

Heterozygous = Nox3"/+ : Wild-type = C57BL/6JEiJ strain.
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Figure 7. Detailed analysis of the 8 kHz frequency stimulus. Dissection of the 8 kHz
frequency by DPOAE I/O function (7A) and ABR wave 1 amplitudes (7B) consistently

indicate more impairment in the Nox3"“/Nox3" and Nox3"/+ than wild-type. One-way
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ANOVA (Tukey multiple comparisons). * = p < 0.05. Homozygous = Nox3"/Nox3"*":

Heterozygous = Nox3"/+ : Wild-type = C57BL/6JEiJ strain.
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Figure 8. Cytocochleogram of wild-type and mutant Nox3 mice (8A). No significant
difference in OHC counts were detected among wild-type, Nox3"/+ and
Nox3"/Nox3"™. OHC preparations of immunostained (40x) post-noise exposure

cochleae (8B) at the 8 kHz tonotopic location (red, rabbit anti-myosin6) demonstrate a
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small impact with the loss of apical OHC (2 weeks post-noise exposure). Homozygous

= Nox3"/Nox3"": Heterozygous = Nox3"“/+: Wild-type = C57BL/6JEiJ strain.
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tonotopic position within the cochlea. Despite the absence of a statistical difference in
OHC counts, the wild-type mice demonstrated significantly greater post-noise exposure
synaptic ribbon density per IHC (9A). Projections (60x, 3x zoom, oil immersed) of

confocal stacks (9B) of immunostained pre and post-noise exposure mouse [HC
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synaptic ribbons (green, mouse anti-CtBP2). -/- = Nox3"/Nox3"": -/+ = Nox3"/+: +/+

= wild-type.
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Figure S1. GWAS results for 4 kHz post-noise exposure thresholds in the HMDP.

Manhattan plot showing the association (-logl0) p-values (-logP) for 4 kHz in 64

HMDP inbred mouse strains. The analysis was performed using 108,064 SNPs with a

minor allele frequency > 5%. The level of significance at 4 kHz (rs33652818) is

suggestive and does not reach genome-wide significance (p=1.1x10").
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Tables

Table 1. GWA results for NIHL in the HMDP.

Trait" | Chr SNP Position -logP MAF* | No. of Human Region
(Mb)° Genes? | (Chr: Start Mb — End Mb)
4 kHz 17 rs33652818 3.8 1.1E -04 0.222 10 Chr6:155.0-155.7
8 kHz 2 1527972902 68.1 8.58E-07* | 0.222 2 Chr2:168.8-169.6
8 kHz 17 rs33652818 3.8 2.25E-06* | 0.222 10 Chr6:155.0-155.7
16 kHz | 15 rs32934144 28.2 1.74E-06* | 0.389 2 Chr5:13.6-14.8
32 kHz 3 rs30795209 96.7 1.95E-07* | 0.278 11 Chrl:145.6-147.4
32kHz | 15 rs32278602 22.3 5.86E-07* | 0.389 2 Chr5:19.4-22.2

“Post noise-exposure hearing thresholds in different frequencies.
®Locations based on genome assembly (NCBI's Build37)
‘MAF, minor allele frequency
Number of RefSeq genes (NCBI's Build37 assembly) located in the mouse association
confidence interval (2.6 Mb)
* Genome-wide significant (p<4.1E-6)

Table 2. Genes within NIHL 5 association peaks regulated by local eQTL in the

cochlea.
Gene RefSeq Chr | txStart (bp)® txEnd (bp)° Local eQTL P*
Pias3 ILMN 2631014 3 96696384 96706070 6.78E-02
CD160 ILMN 2707181 3 96798763 96829351 1.49E-02
Gja8 ILMN 2625168 3 96918863 96926020 3.09E-01
Gjas ILMN 2678477 3 97032416 97053634 4.07E-01
Tiam2 ILMN 2836875 | 17 3326573 3519397 3.71E-01
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Tfblm

ILMN 2690441

17

3519263

3557713

1.08E-06

“txStart, location of transcription (NCBI Build37 genome assembly) start.

®txEnd, location of transcription (NCBI Build37 genome assembly) end.

“Statistically significant p value < 5.1E-04 (Bonferroni corrected for the number of

probes tested)
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6. VERSAO DO ARTIGO EM LINGUA PORTUGUESA

Estudo de associacido do genoma inteiro
identifica Nox3 como um gene critico para a
susceptibilidade a perda auditiva induzida por
ruido.

Resumo

Nos Estados Unidos, aproximadamente 10% da populagdo ¢ exposta diariamente a
niveis perigosos de ruido no ambiente de trabalho. Estudos com gémeos estimam que
a herdabilidade para a perda auditiva induzida por ruido (PAIR) ¢ de
aproximadamente 36%, e tem sido demonstrada variacdo da sensibilidade ao ruido
em linhagens especificas de camundongos. Devido a dificuldade inerente do estudo
da PAIR em humanos, optou-se por estudar esse traco complexo em camundongos.
Camundongos do Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP) com 5 semanas de idade
foram expostos a um ruido de banda na oitava de 10 kHz por 2 horas a 108 dB. A
mudanca permanente no limiar foi avaliada apds 2 semanas da exposi¢do ao ruido,
através de estimulos com frequéncia-especifica. Esses dados foram entdo aplicados
em um estudo de associacdo do genoma inteiro através do Efficient Mixed Model
Analysis (EMMA) a fim de controlar para estrutura populacional. Neste manuscrito
sera descrito o estudo de associagdo do genoma inteiro com énfase num pico de
associagdo significativo para susceptibilidade a PAIR. Esse pico estd no cromossomo

17 e em um bloco de haplotipo contendo a NADPH oxidase-3 (Nox3). Esse pico foi
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detectado em um fendtipo com estimulo de 8 kHz (fone-burst). Os mutantes
homozigotos e os heterozigotos Nox3 foram entdo testados para validar o achado
identificado no estudo de associagdo do genoma inteiro. Os mutantes e heterozigotos
demonstraram uma maior susceptibilidade a PAIR, especialmente em 8 kHz, tanto
através das medidas de emissdes otoacusticas por produto de distor¢io (EOAPD)
quanto por potenciais evocados auditivos de tronco cerebral (PEATE). Foi
demonstrado por imuno-histoquimica que essa sensibilidade reside nas bandas
sinapticas cocleares dos animais mutantes, especialmente em 8 kHz. Este ¢ o
primeiro estudo de associagdo do genoma inteiro para PAIR em camundongos e
demonstra o poder dessa estratégia em identificar, de forma tonotdpica, a

susceptibilidade genética a PAIR.

Resumo do Autor

A perda auditiva induzida por ruido (PAIR) ¢ a causa mais comum de doenga
relacionada ao trabalho no mundo e a segunda causa de perda auditiva. Embora
diversos estudos de associagdo tenham sido conduzidos em humanos na busca de
genes candidatos & PAIR, esses estudos apresentam baixo poder estatistico, ndo sdo
replicados e consideram somente uma fracdo do risco genético. Com base nas
perspectivas e nos sucessos dos estudos de associagdo em humanos, diversos grupos
tém proposto estudos de associagdo do genoma inteiro com camundongos. O
ambiente pode ser cuidadosamente controlado, facilitando o estudo de tragos
complexos, como a PAIR. Neste manuscrito, serd descrita, pela primeira vez, uma
analise da associacdo com correcdo da estrutura populacional para o mapeamento de
diversos /oci envolvidos com a susceptibilidade a PAIR, sendo utilizadas linhagens

de camundongos consanguineos. O Nox3 foi identificado como o gene associado
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com a susceptibilidade a PAIR. Além disso, demonstrou-se que a susceptibilidade

genética ¢ frequéncia-especifica e ocorre ao nivel das bandas sindpticas cocleares.

Introducao

A PAIR ¢ a lider mundial no risco a satide ocupacional em paises industrializados
e a segunda forma mais comum de deficiéncia auditiva neurossensorial, apds a
presbiacusia (1). Nos Estados Unidos, aproximadamente 10% da populagdo total ¢
exposta, diariamente, a niveis perigosos de ruido no ambiente de trabalho (2). O
ambiente de trabalho mais extremo para o desenvolvimento da PAIR ¢ nas Forgas
Armadas. De acordo com o Department of Veterans Affairs, a perda auditiva ¢ a
sequela mais comum entre as tropas americanas no Oriente Médio. O impacto
financeiro dessas reinvindicagdes por sequelas auditivas € progressivo e,
provavelmente, continuara crescendo. De acordo com a American Tinnitus
Association (www.ata.org), espera-se que o numero de pedidos de auxilio por
sequelas auditivas aumente 18% ao ano, gerando um custo total de U$ 1,2 bilhoes
por ano (3). O risco poderia ser reduzido através de um melhor entendimento dos
processos bioldgicos que modulam a susceptibilidade ao ruido danoso. Acredita-se
que a PAIR ¢ uma doenga complexa que resulta da interagao entre fatores genéticos e
ambientais. Estd bem estabelecido que pessoas expostas ao ruido de forma
semelhante apresentam variagdo no grau de perda auditiva, indicando um
componente genético (4). Estudos com gémeos estimam que a herdabilidade da
PAIR seja de aproximadamente 36% (5).

A descoberta das interacdes entre o gene € o ambiente nas doencas humanas,
como na susceptibilidade a PAIR, apresenta muitas dificuldades inerentes,
especialmente, no controle da exposicao. Embora diversos estudos de associagdo de
genes candidatos para PAIR em humanos tenham sido conduzidos, esses estudos
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apresentam baixo poder estatistico, ndo sdo replicados e consideram somente uma
fracdo do risco genético. Além disso, nenhum estudo de herdabilidade foi realizado,
j& que ¢é praticamente impossivel coletar dados de familias em que todos os
individuos tenham sido expostos a condigdes idénticas de ruido.

A base genética da PAIR tem sido claramente demonstrada em animais, ja que
diferentes linhagens de camundongos consanguineos apresentam diferentes
susceptibilidades ao ruido (4). Algumas linhagens de camundongos (C57BL/6J) que
apresentam perda auditiva relacionada a idade, também se mostraram mais
susceptiveis ao ruido que outras linhagens (6). Além disso, diversos camundongos
mutantes, como SODI1-/- (7), GPX1-/- (8) ¢ PMCA2-/- (9)(10), se mostraram ser
mais sensiveis ao ruido do que o tipo selvagem. O camundongo tem sido um modelo
animal essencial para estudos em perda auditiva. Os avangos na genética dos
camundongos, incluindo o sequenciamento do genoma e o mapa altamente denso de
polimorfismos de base unica (SNPs), tém gerado um sistema adequado para o estudo
de um trago complexo como a PAIR (6). A identificagdo de novos genes ¢ crucial
para a descoberta de novas vias e redes de genes. Isso aumentard nosso
conhecimento sobre a biologia auditiva basica e serd possivel identificar novos
potenciais alvos terapéuticos para combater a PAIR.

Em funcdo das limitagdes dos estudos humanos de associagdo do genoma
inteiro e das analises de /ocus de traco quantitativo (QTL) em camundongos, optou-
se por utilizar a estratégia de associacdo do genoma inteiro através da incorporagao
do Hybrid Mouse Diversisty Panel (HMDP). O HMDP ¢ uma colecdo de linhagens
de camundongos consanguineos classicos e recombinantes, cujos genomas tém sido
sequenciados e/ou genotipados em alta resolugdo (11). O calculo de poder tem

demonstrado que esse painel ¢ superior a andlise de ligacdo tradicional (/inkage) e ¢
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capaz de detectar loci responsaveis por 5% da variancia global. Diversos estudos, de
forma bem-sucedida, tém mapeado loci candidatos em tragos complexos através
desse painel e, mais recentemente, foi publicado uma meta-analise com a
incorporagdo do HMDP para o mapeamento da perda auditiva relacionada a idade
(12)(13)(14)(15).

Nesse manuscrito, € descrito, de forma inédita, uma analise de associacdo com
correcao da estrutura populacional para o mapeamento de diversos /oci envolvidos na
susceptibilidade a PAIR, utilizando linhagens de camundongos consanguineos. Ao
completar o rastreamento preliminar do HMDP, um interessante /ocus mereceu uma
exploracdo adicional. Dessa forma, foi detalhado um pico com associagdo
significativa no cromossomo 17, dentro de um bloco de haplétipo que contém a
NADPH oxidase-3 (Nox3), e fornece evidéncia que apoia o papel desse gene na
susceptibilidade a PAIR. Além disso, foi demonstrada uma susceptibilidade genética

a PAIR, frequéncia-especifica, na coclea dos mutantes.

Materiais e Métodos

Aspectos Eticos

O Institutional Care and Use Committee (IACUC) da University of Southern
California, Los Angeles, aprovou o protocolo para uso animal dos camundongos das
linhagens do HMDP e dos camundongos Nox3"“ (IACUC 12033). As linhagens do
HMDP e C57BL/6JEi] Nox3" (Nox3"/Nox3"™, Nox3"/+ e tipo selvagem) foram
anestesiadas com uma inje¢do intraperitoneal de uma mistura de quetamina (80

mg/kg de peso corporal) e xilazina (16 mg/kg de peso corporal).

O Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP)
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Uma descricdo detalhada do HMDP (sele¢do de linhagens, poder estatistico e
resolu¢do do mapeamento) estd disponivel em Bennett BJ, et al. 2010 (11).
Aproximadamente, quatro camundongos fémeas de cada linhagem do HMDP foram
adquiridos do Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Somente camundongos fémeas
foram testados para evitar a influéncia do sexo no fenétipo. Todos os camundongos
apresentavam 4 semanas de vida. A fim de garantir uma adequada aclimatizacdo em
um ambiente comum, os camundongos ndo foram testados até completar as 5
semanas de vida. Foram testados camundongos com 5 semanas para eliminar os
potenciais efeitos da idade no fenotipo. Todos os camundongos foram mantidos em

uma dieta com ragdo até serem sacrificados.

Genotipagem

As linhagens de camundongos consanguineos comuns e recombinantes foram

previamente sequenciado pelo Broad Institute (www.mousehapmap.org). De um

total de 140.000 polimorfismos disponiveis, 108.064 eram informativos (frequéncia
do alelo > 5% e menos de 20% de dados inexistentes) e foram utilizados nessa

analise de associagao.
Limiares Auditivos Pré- e Pos-Exposicao ao Ruido

Eletrodos de ago inoxidavel foram colocados de forma subcutanea no vértice da
cabeca, na mastoide direita e um eletrodo terra na base do rabo. A temperatura
corporal foi mantida e monitorada. Aplicou-se pomada de lagrima artificial nos
olhos. Cada camundongo foi recuperado numa superficie aquecida em temperatura
corporal. Os sinais auditivos do potencial evocado auditivo de tronco cerebral
(PEATE) foram apresentados como fone pips com um tempo de subida e descida de
0,5 mseg e uma duragao total de 5 mseg nas frequéncias de 4, 8, 12, 16, 24 e 32 kHz.
Foi utilizado o equipamento da National Instruments (National Instruments
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Corporation, Austin, TX, EUA). Os tone pips foram apresentados abaixo do limiar
e aumentados com incrementos de 5 dB até o alvo de 100 dB. Os sinais foram
apresentados numa taxa de 30/segundo. As respostas foram filtradas com banda de
passagem de 0,3 até 3 kHz (x10.000). Em cada intensidade de estimulo, foi calculada
a média de 512 registros de onda. O limiar auditivo foi determinado através da
inspecdo das ondas do potencial evocado auditivo de tronco cerebral e foi definido
como a intensidade minima em que a onda 1 pode ser ainda identificada. Os dados
foram armazenados para uma posterior avaliagcao dos valores de amplitude da onda 1

através da andlise pico-a-pico (P1-N1).

Determinacio Pré- e Pos-Exposicio das emissoes

otoacusticas por produtos de distor¢ao

As emissdes otoactsticas por produtos de distor¢do (EOAPDs) foram analisadas
como funcdo input/output (I-O) e 2f;- f, (medida primaria). Foi utilizado o
equipamento da National Instruments (National Instruments Corporation, Austin,
TX, EUA). Os tons primdrios foram estabelecidos em uma proporcao de fr/f; = 1,2,
sendo o f; entre 8 e 32 kHz (o nivel f, com 10 dB a menos do que o nivel fj) e 0 L,
variando entre 20 at¢ 70 dB. O ruido de base foi medido através da média de 6
pontos do espectro (acima ou abaixo de 2f;- ;). Apds a definicdo das médias, os
EOAPDs foram extraidos. O limiar foi definido como nivel L, necessario para
produzir uma EOAPD de 0 dB NPS (nivel de pressdo sonora) com uma relacio sinal-

ruido (SNR) > 3 dB.
Equipamento audiométrico e de exposicio ao ruido

Os camundongos com 6 semanas de vida foram expostos, por 2 horas, a um ruido

de banda na oitava de 10 kHz e na intensidade de 108 dB NPS. Esse método foi
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adaptado de Kujawa e Liberman (2009) (16). A exposicdo ao ruido de banda na
oitava de 10 kHz foi previamente descrita (17). Durante 2 horas, os camundongos
foram colocados numa jaula de exposi¢cdo com formato circular e dividida em quatro
compartimentos. A jaula permitia a movimentagao livre dos camundongos dentro de
cada compartimento. A jaula foi colocada numa camara MAC-1 a prova de som
criada pela Industrial Acoustics (IAC, Bronx, NY, EUA). A camara sonora foi
forrada com espuma actstica a prova de som para diminuir os reflexos sonoros. As
gravagdes de ruido foram geradas num alto-falante Fostex FT17H Tweeter inserido
no topo da camara de som. A calibracdo do ruido danoso foi realizada através do
medidor do nivel sonoro B&K com uma variacdo de 1,5 dB na érea da jaula.

A placa de aquisicdo dos dados da National Instruments (National Instruments
Corporation, Austin, TX, EUA) foi regulada através de um software padrio
(utilizado para gerar um estimulo e processar as respostas). Os estimulos foram
gerados através de um sistema acustico padrdo composto de dois alto-falantes em
miniatura, e a pressdo sonora foi medida através de um microfone condensador. Os
testes foram realizados somente no ouvido direito. Todos os testes auditivos foram
realizados numa camara MAC-1 independente, a qual era a prova de som para

eliminar tanto o ruido elétrico quanto o ambiental.

Extracao do RNA Coclear

De cada linhagem do HMDP, ambas as cocleas foram removidas de todos os
camundongos que tenham completado 8 semanas de vida. A orelha interna foi micro
dissecada, sendo o tecido mole adjacente e o labirinto vestibular removidos. A coclea
dissecada foi congelada em nitrogénio liquido e triturada. O RNA foi extraido e
purificado através da colocagdo das amostras cocleares no tampdo RNA [lysis

(Ambion). A amostra foi incubada durante a noite (4 °C), centrifugada (12.000 g por
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5 minutos) para sedimentar os materiais insoluveis e o RNA isolado (seguindo as
recomendagdes do fabricante). Esse procedimento gerou aproximadamente 300 ng de

RNA por camundongo.

Analise da Expressao Génica

Os BeadChips da Illumina foram utilizados para as medidas de expressdo génica.
As amplificacdes e hibridizacdes foram realizadas de acordo com o protocolo
Hllumina (Southern California Genome Consortium microarray core laboratory na
UCLA). O RNA foi transcrito de forma reversa para cDNA através da utilizagdo do
kit de sintese (AMIL1791). Finalmente, foi convertido para cRNA e marcado com
biotina. De forma complementar, 800 ng do produto do cRNA marcado com biotina
foi hibridizado para preparar as matrizes do genoma inteiro, sendo incubado durante
a noite (16 a 20 horas) na temperatura de 55 °C. As matrizes foram lavadas e
marcadas com a coloragdo Cy3. O excesso de coloragdo foi removido através de
lavagens. Finalmente, as matrizes foram analisadas num scanner de laser confocal

Hlumina BeadScan.

Efficient Mixed-Model Association (EMMA)

O EMMA ¢ um teste estatistico para o mapeamento de associagdes, sendo
corrigido para parentesco genético e estrutura populacional. Esse teste avalia a média
de cada linhagem e também as medidas individuais de cada camundongo para
aumento do poder estatistico. Demonstrou-se previamente que o valor p < 0,05
equivale, num estudo de associagdo do genoma inteiro do HMDP através do EMMA,
a um valor de p = 4,1x107° (—logl0P = 5,39) (18). A implementagdo do pacote R do

EMMA esta disponivel online em http://mouse.cs.ucla.edu/emma.

Caracterizacido dos Genes Candidatos
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As sequéncias de referéncia dos genes (RefSeq) foram obtidos através do UCSC
genome browser (https://genome.ucsc.edu) utilizando a montagem do genoma NCBI
Build37 para caracterizar os genes localizados em cada regido cromossomica
associada com o fenotipo. O EMMA foi utilizado para calcular as associagdes
(valores p) das sondas correspondes a cada um dos genes da RefSeq. O intervalo de
confianga (95%) para a distribuicdo das distancias entre o polimorfismo mais
significativo e o polimorfismo verdadeiramente causal, em associa¢des simuladas
que explicam 5% da variancia do HMDP, ¢ 2.6 Mb (11). Somente polimorfismos
mapeados em cada regido cromossomica associada foram utilizados nessa analise.
Foram selecionados polimorfismos que foram variantes em pelo menos uma das
linhagens consanguineas classicas do HMDP. Os polimorfismos ndo sindnimos,
dentro de cada regido, foram disponibilizados através do Mouse Phenome Database

(www.phenome.jax.org).

Caracterizacio do Camundongo Mutante Nox3"

A geracio e caracterizagdo inicial do alelo Nox3"™ foi previamente descrita (19).
O alelo Nox3" foi gerado espontaneamente (inser¢do retroviral endégena no intron
12) numa linhagem GL/Le. Porém, desde entdo, tem sido mantido numa linhagem
congenica C57BL/6JEi]. Para contornar a possibilidade de alelos adicionais na
linhagem doadora, essa regido foi retrocruzada por mais de 10 geracdes. J& que o
alelo mutante ndo esta presente nessa linhagem, o intervalo congénico contendo o
Nox3 é provavelmente menor que 5 centimorgans
(http://jaxmice.jax.org/strain/002557 .html). O  Nox3"™ (conhecido como
camundongo de “cabeca inclinada” ou het) ¢ autossdmico recessivo e portador de
mutacdes espontaneas. Isso gera a auséncia de otocOnia, porém sem aparente

anormalidade em outros orgdos. A deficiéncia de otoconia resulta num
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comportamento de inclinagdo da cabeca e auséncia completa de potenciais evocados
vestibulares (VSEPs), porém com limiares auditivos normais no PEATE (20).

As medidas pré-exposicao ao ruido foram realizadas através de PEATE, EOAPD
¢ VSEP em camundongos machos e fémeas (5 semanas de vida) de genotipos Nox3™
variados (Nox3"/Nox3"" e Nox3"/+) e no tipo selvagem (linhagem C57BL/6JEil),
conforme descrito anteriormente. Os limiares auditivos pré-exposi¢cdo foram obtidos
1 semana antes da exposicdo ao ruido e os animais foram avaliados para o dano
auditivo ap6s 2 semanas da exposicdo. A mudanga permanente de limiar (PTS) foi
definida como a diferenca entre os limiares pré- e pos-exposicdo em cada frequéncia
testada. O teste de one-way ANOVA foi utilizado para avaliar a significancia e o

teste post hoc de Tukey para comparagdes multiplas.
Preparaciao da Montagem Inteira da Coclea

Os camundongos foram sacrificados com menos de 24 horas ap6s o PEATE (pos-
exposicao). As cocleas foram dissecadas dos tecidos adjacentes, sendo realizada
aberturas nas espiras através da perfuragdo do apice e da ruptura das janelas oval e
redonda. A disseccdo foi realizada em PBS (phosphate-buffered saline) gelado. Apos
a dissecgdo, as cocleas foram fixadas durante a noite a uma temperatura de 4 °C com
paraformaldeido a 4%. No dia seguinte, foram lavadas com PBS. Uma dissecc¢ao
adicional foi realizada para expor o o6rgao de Corti. A fim de promover a perfusdo e o
bloqueio apropriado, o tecido foi imerso por 1 hora em PBS contendo 0,2% de Triton
X-100 (Sigma Chemical, St. Loius, MO, EUA) e 16% de soro normal de cabra
(SouthernBiotech, Birmingham, AL, EUA). As amostras foram incubadas, durante a
noite, em temperatura ambiente, com os anticorpos primarios (anti-miosina 6 de
coelho, 1:500, Proteus Biosciences e anti-CtB2 de camundongo, 1:500, BD

Biosciences) para uma coloracdo dupla. Os anticorpos secundarios foram entdo
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utilizados e o tecido foi incubado durante a noite e no escuro (Alexa 594, jumento
anti-coelho, 1:500, Life Technologies e Alexa Fluor-488 anti-camundongo, 1:500,
Life Technologies). Posteriormente, as amostras foram lavadas trés vezes em PBS e
montadas em slides de vidro utilizando o Fluoromount G (SouthernBiotech). A
microscopia foi realizada com microscopio confocal com laser (Olympus I1X81) e
com luz epifluorescente (Olympus Fluoview FV1000). A morte de células ciliadas
externas (% por 100um) foi quantificada e analisada através de um citococleograma
que analisa a distancia relativa do dpice da cdclea num mapa tonotdpico (do
camundongo da linhagem CBA) (21). Os percentuais indicam a localizacdo das
células ciliadas internas e externas na coclea (0% corresponde a extremidade apical e
100% a extremidade basal) em intervalos de 10%.

A densidade de bandas sinédpticas cocleares foi analisada em cada area
correspondente a frequéncia do PEATE (4, 8, 12, 16, 24 e 32 kHz), seguindo um
mesmo mapa tonotopico. As células ciladas internas foram analisadas em um
comprimento de 50 pum para cada frequéncia. Os pontos de imunofluorescéncia
gerados pela coloragdio do CtBP2 foram contados utilizando aquisi¢do
multidimensional (z-stacks) e divididos pelo numero de células ciliadas internas

(medido pela quantidade de nucleos) na amostra.

~ [ r h
Reaciio em cadeia da polimerase do Nox3"

A reacdo da cadeia de polimerase (PCR) foi realizada para o Nox3 utilizando os
seguintes primers: Nox3-int12F, GTTCTGGAGCACCACCTTGT; Nox3-intl2R
CCCATAGGGAGCCAAGAAAT; e ERV-R, TGTCAAGCTGACTCCACCAG
(19). Os produtos da PCR foram separados num gel de agarose a 1,5% contendo 0,5

mg/ml de brometo de etidio.
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Resultados

Existe variacao fenotipica na susceptibilidade a PAIR no

HMDP

Num esfor¢o para identificar regides do genoma associados a susceptibilidade da
PAIR, foram fenotipados camundongos fémeas de 5 semanas de vida (n=297) de 64
linhagens do HMDP (n=4-5/linhagem). Foram avaliados os limiares auditivos (apds
a exposi¢do ao ruido) utilizando os potenciais evocados auditivos de tronco cerebral
em frequéncias especificas de estimulo. Os estimulos foram de 4, 8, 12, 16, 24 ¢ 32
kHz tone-bursts.

Uma ampla variagdo de limiares auditivos (apds exposicdo ao ruido) foi
observado entre as 64 linhagens de camundongos do HMDP, sendo a diferenca de
3,22 vezes na frequéncia de 8 kHz apos a exposicdo ao ruido (Figura 1). As
frequéncias de 4, 12, 16, 24 e 32 kHz demonstraram diferencas de 1,55, 3,25, 3,57,

2,74 e 3,75 vezes, respectivamente.

A anailise da associacio do genoma inteiro na PAIR revela

susceptibilidade genética frequéncia-especifica

O algoritmo EMMA foi aplicado para cada fendtipo, separadamente, a fim de
identificar associagdes genéticas nos 6 diferentes estimulos de tone-burst (18). A
associa¢do com valores p ajustados foi calculada para 108.064 polimorfismos com
uma frequéncia alélica menor superior a 5%. O equivalente ao valor p < 0,05, nos
estudos de associagdo gendmica utilizando o EMMA no HMDP, ¢ p=4.1 x 10°  ou

-log10P=5,39.

215



Nesse ponto de corte, associacdes gendmicas significativas no cromossomo 2
(rs27972902; p=8.6x10'7) e cromossomo 17 (rs33652818; p=2.3x10'6) foram
identificados para o estimulo de 8 kHz (Tabela 1 e Figura 2). Além disso, um pico de
associagdo estatisticamente significativo no cromossomo 15 (rs32934144; p=1.7x10
%) foi identificado com 16 kHz tone-burst. Duas associagdes significativas no
cromossomo 3 (rs30795209; p=5.5x10") e cromossomo 15 (rs32278602; p=5.9x10")

foram identificadas com 32 kHz fone-burst.
Caracterizacio dos picos da associacio genomica na PAIR

Dentro de cada pico associado, existem quatro (cromossomo 15), 11
(cromossomo 3), 10 (cromossomo 17) e dois (cromossomo 2) genes da sequéncia de
referéncia (RefSeq). Apos, foram identificados genes, dentro de cada um dos cinco
intervalos, que apresentassem alteracdes funcionais. Os genes foram selecionados
com base na sua regula¢do por um Jlocus de trago quantitativo com expressdo local
(cis e€QTL) no HMDP ou de acordo com o recebimento de um polimorfismo de base
unica nao sindnimo (NS SNP) com consequéncias funcionais. Na andlise de /ocus de
traco quantitativo de expressdo (eQTL), foram gerados microarrays com perfis de
expressdo génica. Foi utilizado o RNA isolado de cocleas de 64 linhagens do HMDP
(n=3 microarrays por linhagem). O EMMA foi utilizado para realizar uma analise de
associagdo entre todos os polimorfismos e as sondas dos microarrays mapeados em
cada regido. Apds excluir sondas sobrepostas em determinados polimorfismos, um
total de 18.138 genes foram representados por pelo menos uma sonda, os quais estdo
presentes nas linhagens consanguineas classicas utilizadas no HMDP (se¢do de
Material e Métodos). Desse total, seis genes (quatro na associagdo do cromossomo 3
e dois na associacdo do cromossomo 17) foram identificados em pelo menos uma

sonda com expressdo regulada por um eQTL local (Tabela 2). Entretanto, a unica
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sonda significativa, em que a expressdo era regulada por um eQTL local na coclea,
estava localizado no cromossomo 17.

Foi determinado se algum desses 27 genes, implicados no estudo preliminar de
associa¢do do genoma inteiro, apresenta um papel definido na orelha interna. As
associagdes nos cromossomos 2, 3 e 15 ndo apontavam genes cocleares conhecidos.
Somente a NADPH oxidase 3 (Nox3), no cromossomo 17, tem sido implicada na
biologia da orelha interna através da defini¢do de que os mutantes t€ém auséncia de
otocOnia na macula sacular e utricular (22) e o gene Nox3 apresenta alta expressao na

orelha interna (23).

Analise detalhada da associacao no cromossomo 17 destaca

0 Nox3 como gene candidato

De todos os genes no locus do cromossomo 17, somente o gene 7fbIm apresenta
um eQTL significativo (1,08x10°) (Figura 3). Cabe destacar que o gene Nox3, onde
o pico de associacdo do polimorfismo esta localizado no estudo de associagdo, ndo
possui um eQTL na coclea. Entretanto, existe clara demonstracio (23) de que o Nox3
¢ altamente expresso (pelo menos 50 vezes mais do que em qualquer outro tecido)
em regides especificas da orelha interna. Com base nesses dados e na localizagao do
pico do polimorfismo no estudo de associacio (rs33652818), focou-se no Nox3 como

um gene candidato plausivel para PAIR no /ocus do cromossomo 17.

O camundongo Nox3"* é mais susceptivel 4 PAIR

A fim de testar diretamente a hipdtese de que o Nox3 estava associado com a
susceptibilidade a PAIR, foi caracterizado um camundongo mutante previamente

gerado. O camundongo Nox3" foi testado através dos limiares auditivos pré- e pos-
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exposicao ao ruido e mudanga permanente de limiar (PTS) ap6s estimulos de 4, 8§,
12, 16, 24 ¢ 32 kHz fone-burst. De forma consistente com os achados do estudo de
associacdo do genoma inteiro, essa analise revelou uma reducdo estatisticamente
significativa no PTS do camundongo do tipo selvagem (linhagem C57BL/6JEiJ)
comparada ao Nox3"/" e Nox3"/Nox3"" em 8 kHz (Figura 4). De forma
comparativa, estdo demonstrados na Figura 5, os efeitos do pico do polimorfismo
(rs33652818) no locus Nox3 nas diferentes frequéncias do PEATE. Curiosamente,
existiam diferencas significativas em fun¢do do gendtipo nas frequéncias testadas de
4 kHz e 8 kHz. Entretanto, na frequéncia de 4 kHz, foi somente sugestiva (p=1,1x10"
*) (Figura S1) e ndo alcangou o nivel de significancia dos estudos de associagdo do
genoma inteiro (Tabela 1). Dessa forma, a associagdo significativa e altamente
sugestiva do rs33652818 nos fenotipos de 8 e 4 kHz, respectivamente, assim como o
fenotipo apresentado pelo camundongo Nox3"/Nox3", sugere que o Nox3 pode
estar envolvido na extremidade inferior do espectro de frequéncias para PAIR.

Numa analise topografica de toda a via auditiva, foi avaliada a atividade das
células ciliadas externas (CCE) através das EOAPDs e das células ciliadas internas
(CCI) e respostas neuronais através da amplitude pico-a-pico da onda 1 do PEATE.
Mesmo com auséncia de diferenga estatisticamente significativa nos limiares das
EOAPDs (Figura 6A) em 8, 16, 22 e 32 kHz, existiu uma significativa diferenca nas
amplitudes pico-a-pico da onda 1 do PEATE na frequéncia isolada de 8 kHz (Figura
6B).

As amplitudes supraliminares (Figura 7A) das EOAPDs (dB NPS) e da onda 1
do PEATE (uV) (Figura 7B) para 8 kHz (tone-burst) foram comparadas através de

diferentes intensidades de estimulo. Ambas as analises demonstram, de forma
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estatisticamente significativa, um menor dano causado pelo ruido no tipo selvagem
em comparagdo com o heterozigoto e o camundongo mutante.

A fim de comparar esses achados eletrofisiologicos, foram coletadas cocleas
de camundongos Nox3" e do tipo selvagem antes e apds a exposi¢do ao ruido.
Primeiramente, foi avaliada a perda de células ciliadas externas em toda extensao da
coclea. Isso foi realizado através da criagdo de um citococleograma (Figura 8A) do
orgao de Corti inteiro marcado por técnica de imuno-histoquimica (Figura 8§B) para
correlacionar com os achados das EOAPDs. De forma subsequente, a densidade de
bandas sinapticas aferentes (Figura 9) foi analisada como marcador das respostas
neuronais (amplitude supraliminar da onda 1 do PEATE).

Embora ndo houvesse diferenga estatistica quanto a perda de CCEs, os
camundongos Nox3"/+ e Nox3"/Nox3"" demonstraram uma redugdo significativa
na densidade de bandas sindpticas apos a exposicdo ao ruido (na localizagdo

tonotdpica correspondente a 8 kHz).

Discussao

Estudo de Associacido do Genoma Inteiro na PAIR

Pela primeira vez, uma andlise de associacdo, com corre¢do para estrutura
populacional, mapeou loci de tragos auditivos em linhagens de camundongos
consanguineos. Os resultados identificaram diversos /loci envolvidos na
susceptibilidade a PAIR. Além disso, este estudo demonstrou uma susceptibilidade
genética ao ruido, a qual é frequéncia-especifica na coclea. O poder desse estudo de
associagdo do genoma inteiro em detectar loci em frequéncias especificas foi

precisamente reiterado no modelo de camundongo mutante.
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Os estudos de associagdo do genoma inteiro com camundongos tém
revolucionado o campo da genética e tém gerado a descoberta de centenas de genes
envolvidos em tragos complexos (24). O sucesso desse mapeamento ocorreu em
funcdo da observagdo inicial de que existia uma evidente variagdo fenotipica entre as
linhagens nos limiares auditivos pos-exposicao ao ruido, reiterando a contribui¢ao de
fatores genéticos na susceptibilidade a PAIR. Essa ampla distribuicdo de fendtipos e
gendtipos facilitou o mapeamento genético com alta resolugao.

Foi utilizado um conjunto combinado de 64 linhagens de camundongos
consanguineos classicos e recombinantes. Isso ¢ uma parcela do HMDP e uma
extensdo do estudo de associacdo que utilizava somente linhagens consanguineas
classicas. A inclusdo de um conjunto de linhagens consanguineas recombinantes
aumentou o poder estatistico do estudo de associagcdo (25). Dessa forma, o HMDP
gerou poder estatistico significativo e resolucdo para identificar locus de
susceptibilidade & PAIR, o qual foi precisamente reiterado em um camundongo
mutante (26). Considerando que esse painel ¢ composto por 100 linhagens de
camundongos consanguineos comercialmente disponiveis, com aproximadamente
dois terg¢os desse painel, esse estudo conseguiu mapear cinco loci, refletindo o poder
para detectar loci com efeito moderado. Além do poder presente nesse recurso, a
resolugdo desse painel €, em alguns casos, duas ordens de magnitude maior do que ¢
alcangado com a andlise de ligacdo (/inkage). Isso foi também demonstrado, por esse
mesmo grupo, em um estudo de associagdo do genoma inteiro para perda auditiva
relacionada a idade com camundongos (27).

De forma sem precedentes, esse novo paradigma foi aplicado ao primeiro
mapeamento de alta resolucdo de genes candidatos para susceptibilidade a PAIR.

Este estudo gerou associagdes significativas em pelo menos cinco loci em trés
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diferentes frequéncias de estimulo po6s-exposi¢ao ao ruido, correspondendo a um
total de 27 genes candidatos. Todos esses genes necessitam de uma adequada
caracterizagdo, mas o primeiro gene escolhido para ser validado através de um
modelo genético com camundongo mutante foi Nox3. O Nox3 foi selecionado para
essa investigacdo adicional, pois apresenta uma expressdo alta e especifica no

epitélio cocleo-vestibular e nos neurdnios do ganglio espiral (23).

Nox3 e a Orelha Interna

O gene Nox3 foi descrito em 2000, baseado na similaridade da sua sequéncia com
outras isoformas da familia NOX (codifica uma NADPH oxidase) (28). A estrutura
global do Nox3 ¢ altamente semelhante a estrutura de Nox/ e Nox2 (29), e o Nox3
compartilha 56% dos aminodcidos de Nox2 (30). Codificadas pelo Nox3, as seis
proteinas transmembrana de ligacio a NADPH interagem com duas proteinas
transmembrana (codificadas pelo gene Cyba) e uma proteina citosolica (codificada
por NOXO1I). A ativagdo libera o complexo funcional NADPH oxidase que ¢ capaz
de transportar elétrons através de membranas. Isso leva a geracdo de superoxido
(Oze-) a partir de oxigénio (O3) e, subsequentemente, espécies reativas de oxigénio
(19).

Os primeiros estudos sobre a funcdo de Nox3 foram publicados em 2004 e
geraram a defini¢do de Nox3 como a NADPH oxidase da orelha interna (23) (22).
Banfi et al. realizaram analises da distribuicdo do Nox3 (por PCR em tempo real e

hibridizacdo in situ) e identificaram uma alta expressdo de Nox3 na orelha interna
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(epitélio sensorial coclear/vestibular e ganglio espiral). Seguida da exposicdo a
cisplatina, células HEK293 transfectadas com Nox3 produziram Ose-
espontaneamente € geraram um aumento significativo na producdo de Oze- (23).
Paffenholz et al. (22) demonstraram que mutagdes do /ocus het afetam o Nox3 e, esse
camundongo mutante de cabega inclinada (ket), apresentava formagdo deficiente de
otoconia no saculo e utriculo. Isso resultava em defeitos de equilibrio, como
inabilidade em detectar a aceleracdo linear ou gravidade. Com base nesses achados,
optou-se por prosseguir a investigacdo do gene Nox3 como o principal candidato no
locus do cromossomo 17.

Estudos subsequentes tém estabelecido o papel do gene Nox3 como fonte
primaria da geragdo de espécies reativas de oxigénio na coclea, especialmente
induzida pela ototoxicidade da cisplatina (31). O “knockdown de Nox3 (por pré-
tratamento com siRNA) preveniu a ototoxicidade pela cisplatina através da
preservacao dos limiares auditivos e células ciliadas. Além disso, reduziu a expressao
de biomarcadores de dano (TRPV1 - receptor de potencial transiente vaniloide do
tipo 1 e KIM-1 - molécula de lesdo renal-1) nos tecidos cocleares (32). O siRNA
(silenciador de genes) para Nox3 reduziu a perda auditiva induzida pela cisplatina e a
apoptose de células ciliadas sensoriais na céclea em ratos (33). Embora ndo exista
evidéncia similar em relacdo a PAIR, esse papel do Nox3 no desenvolvimento da
ototoxicidade pela cisplatina (especialmente nos mecanismos regulatérios de dano
coclear) direcionou o interesse pela validagdo desse gene como candidato a PAIR.

O tnico estudo que explorou a relagdo entre a PAIR e a familia NOX (incluindo
Nox3) foi realizado em ratos (34). Esse estudo ndo indicou se o gene Nox3 aumentou
ou reduziu a susceptibilidade a PAIR. Em vez disso, avaliou os niveis de expressdao

de Nox3 apos a exposicao ao ruido. Alguns membros da familia NADPH oxidase
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(NOXI e DUOX2) sofreram aumento de expressao apds a exposi¢do ao ruido,
sugerindo que essas isoformas podem estar ligadas ao dano coclear. Por outro lado,
Nox3 sofreu uma redugdo de expressdo de sete e cinco vezes apOs a exposi¢do a um
ruido de 100 dB NPS e 110 dB NPS, respectivamente. Isso poderia representar um
mecanismo protetor endogeno contra o estresse oxidativo. Esse mecanismo protetor
pode ter diminuido o impacto do ruido entre os camundongos do tipo selvagem
através da reducdo da expressdo de Nox3 e, consequentemente, diminuindo a
diferenca em relacdo aos mutantes. Entretanto, esses dados in vivo foram baseados
no uso de um inibidor NOX inespecifico que atingia multiplos membros da familia
simultaneamente. Dessa forma, ndo conseguiu demonstrar, de forma conclusiva, que
0 Nox3 tem um papel na PAIR. Por outro lado, nosso estudo utilizou modelos
animais com variagdo genética com ocorréncia natural e perturbacdo ambiental
especifica em Nox3.

De acordo com o nosso estudo, a exposi¢do ao ruido poderia ter um efeito
oposto a cisplatina na expressao de Nox3, sugerindo um envolvimento diferencial de
Nox3 no ruido e no dano coclear induzido pela cisplatina. De acordo com essa
literatura, foi desenvolvida a hipdtese de que a auséncia ou redu¢do do produto do
gene Nox3, responsavel pela producao de espécies reativas de oxigénio na cdclea,
reduziria a susceptibilidade ao ruido; porém, nossos resultados foram
surpreendentemente no sentido oposto. Uma revisdo da literatura demonstra que
existem diversos mecanismos protetores e fisioldgicos atribuidos aos genes da
familia NOX. Esses mecanismos incluem: defesa do hospedeiro e inflamagao (morte
celular dependente de espécies reativas de oxigé€nio, inativacdo de fatores
microbianos virulentos, regulacdo do pH e da concentragdo idnica no fagossomo e

atividade anti-inflamatoria), regula¢do da expressdao génica (TNF-alfa, TGF-betal e
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angiotensina II), redu¢do celular, sinaliza¢cdo celular (inibi¢ao de fosfatases, ativagdo
de quinases, regulacdo de canais i0nicos e sinalizacdo do cdlcio), sensores de
oxigénio (rim, corpo carotideo e pulmao), biossintese, regulacdo da pressao arterial,
crescimento celular, angiogénese, diferenciagdo e senescéncia (30). Esses
mecanismos protetores podem ter desempenhado um papel importante na

susceptibilidade a PAIR entre os camundongos do tipo selvagem.

Validacao do Papel de Nox3 na PAIR

Foi possivel validar nossos achados do estudo de associacdo do genoma inteiro
em cada um dos fenotipos auditivos e, de forma isolada, por meio do estudo com o
camundongo mutante Nox3". Foi demonstrada uma diferenca estatisticamente
significativa, apos a exposi¢ao ao ruido, entre o camundongo do tipo selvagem em
comparagdo com os mutantes homozigotos e heterozigotos. Essa diferenca foi
confirmada através de diversos estudos de fun¢do auditiva, porém esse achado foi
restrito a frequéncia de 8 kHz. De forma contraria as nossas expectativas iniciais, a
presenca do gene Nox3 foi claramente protetora em relagdo ao dano auditivo. Além
disso, foi possivel demonstrar o efeito do gendtipo (polimorfismo) no mesmo
fendtipo (8 kHz) apresentado pelo estudo de associacdo. Também foi identificado o
efeito em 4 kHz, porém esse achado foi somente sugestivo no estudo de associagdo e
ndo foi confirmado entre os mutantes Nox3".

Foi realizada uma detalhada disseccdo eletrofisiologica do fenotipo através da
avaliacdo da funcao das CCEs por meio de EOAPDs e das CClIs e do nervo auditivo
através do PEATE. Embora nao tenha existido diferenca estatisticamente
significativa nos limiares das EOAPDs entre os genétipos, existiu uma marcada
diferenca na amplitude da onda 1 do PEATE apés estimulagdo supraliminar na

frequéncia de 8 kHz fone-burst. Isso sugere que o mecanismo de perda auditiva, em
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relagdo ao Nox3, estd presente nos neurdnios do ganglio espiral e provavelmente na
regido do mapa coclear que corresponde a frequéncia de 8 kHz.

Existem diversos genes expressos de forma diferenciada ao longo do eixo
tonotopico da coclea, como foi demonstrado para Nox3 (35). E provavel que esse
achado na frequéncia especifica de 8kHz, na variagdo da susceptibilidade a PAIR,
seja resultado desse padrdo de expressao tonotopica.

Considerando que todos os resultados apontavam para a area correspondente a
frequéncia de 8 kHz, foi iniciada uma profunda disseccdo eletrofisiologica e
histologica dessa frequéncia. A avaliacdo das EOAPDs e da amplitude supraliminar
da onda 1 do PEATE foi realizada através de multiplos niveis de intensidade de
estimulo. Em todos os testes, o camundongo do tipo selvagem foi mais resistente a
PAIR, de forma isolada, na frequéncia de 8 kHz. A imuno-histoquimica foi realizada
duas semanas apos a exposi¢ao ao ruido. Embora a diferenca na propor¢ao de CCEs
mortas ndo tenha sido significativa, foi demonstrada uma densidade
significativamente mais alta de bandas sinapticas nos camundongos do tipo selvagem
(ap6s a exposicdo ao ruido). Dessa forma, os achados eletrofisioldgicos foram
confirmados pela imuno-histoquimica. Isso comprovou que a presenca de Nox3 ¢
protetora ao nivel neuronal e que a perda auditiva, apos a exposi¢do ao ruido, ocorre
nesse nivel do sistema auditivo periférico.

A auséncia de diferenca na contagem de CCEs foi também verificada através
da sua medida eletrofisioldgica correspondente, o limiar auditivo por EOAPDs.
Entretanto, através da avaliagdo da amplitude supraliminar por EOAPDs, foi possivel
observar uma amplitude significativamente maior no camundongo do tipo selvagem.
Essas trés diferentes medidas da integridade das CCEs (contagem de CCEs, limiar

auditivo por EOAPDs e amplitude supraliminar por EOAPDs) apresentam diferentes
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perfis de sensibilidade para demonstrar o impacto do ruido. Provavelmente, a
amplitude supraliminar por EOAPDs ¢ a medida mais sensivel, j4 que existe uma
melhor relagdo sinal-ruido. Essa medida indica que existe, significativamente, menos

impacto na atividade das CCEs no camundongo do tipo selvagem.
Nox3 tem um papel protetor na coclea de camundongos

Embora o gene Nox3 esteja associado com a produg@o de O,°- na orelha interna, a
familia NOX tem diversos mecanismos fisioldgicos e potencialmente protetores.
Certamente, esse papel protetor explica o fato de que a auséncia de Nox3 aumentou a
susceptibilidade & PAIR nos nossos modelos de camundongo mutante. Entretanto,
existe uma falta de estudos especificos sobre os mecanismos do gene Nox3 em
fungdo de sua expressdo especifica na orelha interna. Além disso, os estudos
funcionais sobre Nox3 tém sido realizado através de sistemas de sobre-expressdo
(36). A maioria das evidéncias em relacao a esses mecanismos € derivada das outras
isoformas, como Nox2, que ¢ funcionalmente similar a Nox3 (29). Assim, devido a
literatura escassa, nos baseamos em outras isoformas para formular hipdteses sobre
os mecanismos de susceptibilidade a PAIR.

J& que as espécies reativas de oxigénio sdo frequentemente relacionadas a
inflamacgao, parece ildgico imaginar que as enzimas NOX apresentem atividade anti-
inflamatéria. Entretanto, nos ultimos anos, diversos estudos surpreendentes tém
apontado na dire¢do oposta. A maioria dos dados sobre a atividade anti-inflamatoria
das enzimas NOX advém de estudos que utilizam camundongos deficientes do
fagécito NADPH oxidase Nox2. Foi demonstrada uma reduzida capacidade de
degradar o material fagocitado nas células deficientes em Nox2, gerando um acumulo
de debris (37). Além disso, essa hiperinflamagdo pode ocorrer em funcdo da caréncia

de sinalizacdo dependente de espécies reativas de oxigénio nos fagocitos deficientes
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e também por uma atenuacao na dependéncia das espécies reativas de oxigénio para
sinalizagdo do cdlcio, contribuindo para o aumento da inflamacgdo. Finalmente, a
deficiéncia na inativagdo oxidativa de mediadores pro-inflamatorios gera o
prolongamento da resposta inflamatéria (30).

A hiperinflama¢do no camundongo deficiente para NADPH oxidase foi
demonstrada em modelos para Helicobacter gastrtitis (38) (39), artrite (40), doenca
desmielinizante (41) e queimadura solar (42). Numa infec¢do pulmonar experimental
por influenza, camundongos com deficiéncia de Nox2 apresentaram um maior
infiltrado inflamatério (43). Além disso, em estudos sobre disfuncdo endotelial, a
auséncia de Nox4 resultou na redug¢do da expressdo endotelial de 6xido nitrico
sintetase, producdo de 6xido nitrico e expressdo da heme-oxigenase 1, as quais estdo
associadas a apoptose e ativagdo inflamatdria (44).

Existe evidéncia crescente de que as enzimas NOX tém um papel importante na
limitagdo da resposta inflamatodria. Isso foi demonstrado ser também verdadeiro no
dano induzido pelo ruido. Contudo, essa atividade antiinflamatdria das enzimas NOX
¢ pouco entendida na fisiologia coclear. Por enquanto, como descrito para as outras
isoformas, nossa hipotese ¢ a de que existem mecanismos protetores importantes,
como a resposta antiinflamatdria resultante da exposi¢ao ao ruido. Esse mecanismo
antiinflamatério seria crucial para proteger a cdclea do dano gerado pelo ruido,
compensando o potencial dano causado pela liberacdo de espécies reativas de
oxigenio.

Conclusao

Esse manuscrito descreve a primeira validagao funcional de um gene do sistema
auditivo proveniente de um estudo de associagdo do genoma inteiro. Foi

demonstrado que o gene Nox3 esta envolvido na susceptibilidade a PAIR e que
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camundongos deficientes em Nox3 s3o os mais susceptiveis. Esse achado foi
especifico na frequéncia de 8 kHz, tanto através da avaliacdo eletrofisiologica (limiar
auditivo por PEATE e medidas supraliminares por PEATE e EOAPDs) quanto
através da histologia ao nivel das bandas sinapticas cocleares. Nossos achados
validam o poder do estudo de associagdo do genoma inteiro e 0 HMDP para detectar
genes associados com a susceptibilidade a PAIR e a susceptibilidade genética

tonotdpica na coclea do camundongo.
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Figura 2. Resultados do estudo de associacio do genoma inteiro para limiares
auditivos apos a exposicio do ruido com o Hybrid Mouse Diversisty Panel
(HMDP). O Manhattan Plot demonstra os valores p (-logP) das associagdes (-log10)
na frequéncia de 8 kHz em 64 linhagens de camundongos consanguineos do HMDP.
A anadlise foi realizada utilizando 108.064 polimorfismos com uma frequéncia alélica
menor superior a 5%. Cada cromossomo foi tragado no eixo x com cores marrom €
azul alternadas. Os polimorfismos nos cromossomos 2 e cromossomo 17, na
frequéncia de 8 kHz, excederam o limiar pré-determinado de significncia para

estudos de associagdo do genoma inteiro utilizando o HMDP (-logP=5,39).
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Figura 3. Grafico regional da associacio com o fendtipo (limiar auditivo apos
exposicio ao ruido na frequéncia de 8 kHz) no cromossomo 17 centrado no
principal polimorfismo do locus do gene Nox3 (rs33652818). O diamante azul
representa o polimorfismo mais significativo (p = 2,25E-06). Os polimorfismos estdo
coloridos com base no seu desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo mais
significativo, sendo entdo: polimorfismos vermelhos estdo em desequilibrio de
ligagdo em r>>0,8, polimorfismos laranjas estdo em desequilibrio de ligagio em
*>0,6 ¢ polimorfismos verdes estdio em desequilibrio de ligagdo em r*>0,4. As
posicdes de todos os genes da sequéncia de referéncia (RefSeq) sdo tragcados baseado

na localizagdo no genoma (NCBI Build37 genome assembly).
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Figura 4. Camundongos Nox3"

apresentam maior mudanca permanente de
limiar (PTS) na frequéncia de 8 kHz. Nox3"“/Nox3" ¢ Nox3"'/+ apresentam uma
PTS significativamente maior em comparagao com os controles do tipo selvagem. Os
dados apresentados sdo as comparacdes das médias analisadas através do one-way

ANOVA (teste post hoc de Tukey para comparagdes multiplas) *p < 0,05. -/- =

Nox3"/Nox3"™" -/+ = Nox3"/+: +/+ = tipo selvagem (linhagem C57BL/6JEil).
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Figura 5. Efeito genotipico do polimorfismo-pico (rs33652818) no locus do Nox3.
Comparacao entre os alelos GG e AA através de varias frequéncias. Existe uma
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valor p <0,001. Barras de erro +/- 1 EP.
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Figura 6. Analise topografica da via auditiva em diferentes frequéncias (apos a
exposicio ao ruido). Embora ndo tenha sido identificada diferenga significativa para
os limiares auditivos por EOAPDs (6A), os camundongos do tipo selvagem

apresentam uma maior amplitude da onda 1 (p=0,010), somente em 8 kHz, quando
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comparado com Nox3"/+ e Nox3"//Nox3"" (6B). One-way ANOVA (teste de Tukey
para comparag¢des multiplas). * = p < 0,05. -/- = Nox3"/Nox3"": -/+ = Nox3"/+:

+/+ = tipo selvagem (linhagem C57BL/6JEL)).
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Figura 7. Analise detalhada do estimulo na frequéncia de 8 kHz. A disseccdo da
frequéncia de 8 kHz através da fun¢do input/output da EOAPD (7A) e amplitude da
onda 1 do PEATE (7B) indicaram, de forma consistente, um maior

comprometimento no Nox3"“/Nox3" e Nox3"/+ em comparagdo com o tipo
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selvagem. * = p < 0,05. -/- = Nox3"//Nox3"": -/+ = Nox3"/+: +/+ = tipo selvagem

(linhagem C57BL/6JE1]).
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Figura 8. Citococleograma dos camundongos do tipo selvagem e Nox3 (8A). Nao
foram detectadas diferengas na contagem de células ciliadas externas entre o tipo
selvagem, Nox3"/+ e Nox3"/Nox3". As células ciliadas externas foram preparadas
por técnica de imuno-histoquimica (40x) com cécleas de camundongos expostos ao
ruido (8B). A localizacdo tonotdpica correspondente a frequéncia de 8 kHz
(vermelho = anti-miosina6 de coelho) demonstra uma pequena quantidade de células
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. . - . h h
ciliadas externas mortas (2 semanas apds a exposi¢do ao ruido). -/- = Nox3"“/Nox3"*":

-/+ = Nox3"/+: +/+ = tipo selvagem (linhagem C57BL/6JEil).
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Figura 9. Cocleograma sinaptico em 8 kHz. A contagem de bandas sinapticas foi
mensurada na posi¢do tonotopica correspondente a frequéncia de 8kHz na coéclea.
Mesmo com a auséncia de diferenga estatistica na contagem de células ciliadas
externas, o camundongo do tipo selvagem demonstrou uma significativa maior
densidade de bandas sinapticas/célula ciliada interna apds a exposi¢do ao ruido (9A).

Projegdes (60x, zoom 3x, imerso em Oleo) de imagem confocal agrupada (9B)
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demonstram bandas sinapticas de células ciliadas internas por imuno-histoquimica
(verde = anti-CtBP2 de camundongo) antes e apds a exposi¢do ao ruido. -/- =

Nox3"/Nox3""; -/+ = Nox3"'/+: +/+ = tipo selvagem.
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kHz (rs33652818) ¢ somente sugestivo e ndo alcanca o limiar de significancia dos

estudos de associagdo do genoma inteiro (p=1,1x10"%).

Tabelas

Tabela 1. Resultados do estudo de associacdo do genoma inteiro para PAIR com o
Hybrid Mouse Diversisty Panel (HMDP).

Traco® Cr. Polimorfismo | Posi¢cio -logP MAF*¢ No. de Regido Humana
(Mb)® Genes’ (Cr.: Inicio Mb — Fim Mb)
4 kHz 17 rs33652818 3.8 1.1E -04 0.222 10 Chr6:155.0-155.7
8 kHz 2 1s27972902 68.1 8.58E-07* | 0.222 2 Chr2:168.8-169.6
8 kHz 17 rs33652818 3.8 2.25E-06* | 0.222 10 Chr6:155.0-155.7
16 kHz 15 rs32934144 28.2 1.74E-06* | 0.389 2 Chr5:13.6-14.8
32 kHz 3 rs30795209 96.7 1.95E-07* | 0.278 11 Chrl:145.6-147.4
32 kHz 15 rs32278602 22.3 5.86E-07* | 0.389 2 Chr5:19.4-22.2

“Limiares auditivos apds a exposi¢do ao ruido em diferengas frequéncias
®Localizagdo baseada na montagem do genoma (NCBI Build37)

‘MAF, frequéncia alélica menor

‘Namero de genes na sequéncia de referéncia (NCBI Build37 Assembly)
posicionados do intervalo de confianca (2,6 Mb) da associagdo.

* Significancia estatistica em estudos de associa¢do do genoma inteiro (p <
4,1E-6)

Cr. = cromossomo

Tabela 2. Genes nos picos das cinco associagdes para perda auditiva induzida
por ruido (PAIR) regulados por um /ocus de trago quantitativo de expressao
(eQTL) local na céclea.

Gene RefSeq Cr | txInicio (bp)* txFim (bp)" eQTL local P
Pias3 ILMN 2631014 3 96696384 96706070 6.78E-02
CD160 ILMN 2707181 3 96798763 96829351 1.49E-02
Gja8 ILMN 2625168 3 96918863 96926020 3.09E-01
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Gjas ILMN 2678477 | 3 97032416 97053634 4.07E-01
Tiam2 ILMN 2836875 | 17 3326573 3519397 3.71E-01
Tfblm ILMN 2690441 | 17 3519263 3557713 1.08E-06

“txInicio, inicio da localizagdo do transcrito (NCBI Build3 genome assembly).

°txFim, fim da localizagdo do transcrito (NCBI Build37genome assembly).

‘Valor p estatisticamente significativo < 5,1E-04 (Bonferroni corrigido para o

nimero de sondas testadas)

RefSeq = genes da sequéncia de referéncia
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7 ANEXOS

SaZ USC University Of Keck School of Medicine of USC

Zilkha Neurogenetic Institute

Southern California Rick A. Friedman, MD, PhD

September 26, 2014

To Whom It May Concern:

| certify that the Ph.D. student and research fellow, Joel Lavinsky, conducted inner ear research activities at Zilkha
Neurogenetic Institute and Department of Otolaryngology (Division of Otology, Neurotology and Skull Base Surgery),
University of Southern California under the supervision of Rick A. Friedman, MD, PhD between 2013-14.

| certify that Joel Lavinsky developed research regarding his doctoral thesis and performed all the activities planned in
the research plan such as phenotyping, genome-wide association analysis, systems genetics approach, validation of
knockout mouse models and inner ear immunohistochemistry. These experiments will be Joel Lavinsky’s doctoral thesis
as result of the joint PhD program between Federal University of Rio Grande do Sul and University of Southern
California.

Sincerely,

Rick A. Friedman, MD, PhD

Professor of Otolaryngology and Neurosurgery

Director of Otology and Neurotology & Skull Base Surgery

Keck School of Medicine of the University of Southern California

Keck School of Medicine of the University of Southern California
1450 San Pablo Street, Suite 5100, Los Angeles, California 90033 e Tel: 323 442 2144 o zni@usc.edu
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Coordenag@o de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior
SBN, Quadra 02, lote 06, Bloco L

70.040-020 - Brasilia, DF

Brasil

CAPES
July 1% 2013

To the Supervisor of our grantee
Dear Sir/Madam:

The Brazilian Federal Agency for Support and Evaluation of Graduate
Education - Capes, is a Brazilian government agency for scholarship
grants to graduate students at universities and research centers in
Brazil and abroad; it is particularly concerned with the training of
researchers in doctorate, doctorate 'sandwich,' and post-doctorate
programs.

The purpose of the doctorate 'sandwich' is to give the opportunity
to our grantees to do laboratory research and field work, attend
seminars, and discuss their thesis topics with experts in their area
of interest, instead of doing all of their doctorate work in Brazil.
The purpose is to broaden their exposure and allow them to take
advantage of a more comprehensive cross-fertilization. The duration
of the doctorate sandwich varies from four to twelve months, and it
is required that the students have their activities supervised
during this period. Before the student returns to Brazil, the
supervisor must send a written report to CAPES regarding the
student's academic performance in terms of activities and progress.

In this regard, we would like to introduce you to our grantee
Mr./Mrs. JOEL LAVINSKY who is doing his doctorate studies in Brazil,
at the UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL under the
supervision of Prof(a). LUIZ LAVINSKY.

Mr./Mrs. JOEL LAVINSKY has already fulfilled all the requirements
demanded by the Brazilian program.

Sincerely Yours,

GERALDO NUNES SOBRINHO
General Coordinator of Scholarships Abroad

CAPES/CCE SBN, Quadra 02, Lote 06, Bloco L, 3° andar, E-mail: pdse@capes.gov.br Fone:0800-616161
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KECK SCHOOL OF MEDICINE OF THE
UNIVERSITY OF SOUTHERN CALIFORNIA

This is to certify that
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Chairman of Department Program Director
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TERMO DE APROVACAO E DE RESPONSABILIDADE - PDSE

Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES
SBN, Quadra 02, Lote 06, Bloco L
70.040-020 Brasilia — DF

CAPES

Pelo presente termo eu, Luiz Lavinsky, de nacionalidade brasileira, residente e
domiciliado em Rua Coronel Bordini, 752/501, na cidade de Porto Alegre-RS,
portador do CPF 007.471.470-86, orientador da tese de Joel Lavinsky em
programa de Doutorado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, aprovo
o plano e o cronograma de atividades a serem realizadas pelo orientando Joel
Lavinsky, no House Ear Institute, no periodo de 01/09/2013 a 31/08/2014, como
parte dos estudos que desenvolve no Brasil sobre o tema de mapeamento
genético das doengas da orelha interna.

Assumo o compromisso de manter a orientagdo e o acompanhamento do
estudante, durante o periodo de realizagdo do estagio no exterior, em conjunto
com o coorientador da instituicdo estrangeira, na condugédo das atividades
propostas no plano e cronograma ora aprovados, envidando esforgos para que
o estudante apresente o empenho desejado, visando tornar proveitosas as
atividades desenvolvidas no exterior, que serdo avaliadas por meio de relatorios
periédicos.

Caso o estudante obtenha bolsa da CAPES, assumo também a
responsabilidade de realgar a relevancia de atendimento pelo doutorando dos
compromissos e obrigacdes assumidos quando da assinatura de termo proprio
perante essa agéncia, a época da implementacao dos beneficios.

Local: Porto Alegre Data: 10/06/2013 Assinatura do é i g
Orientador:

/
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Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessocal de Nivel Superior
SBN, Quadra 02, lote 06, Bloco'L

70.040-020 - Brasilia, DF

Brasil

TERMO DE COMPROMISSO FIRMADO COM A CAPES PELA OUTORGA DE
BOLSA PELO PROGRAMA INSTITUCIONAL DE BOLSAS DE DOUTORADO
SANDUICHE NO EXTERIOR - PDSE

N° do Processo: BEX 7342/13-6
Técnico: LEONARDO SILVA FERNANDES
E-Mail: leonardo.silva@capes.gov.br

Pelo presente Termo de Compromissoc, eu JOEL LAVINSKY brasileiro(a
residente e domiciliado(a) RUA CORONEL BORDINE, 752 APTO. 501 na

cidade de PORTO ALEGRE - RS, CEP: 90440001, portador do CPF n°
007.471.470-86 tendo em vista o seu afastamento do Pais, para
realizar Estégio de doutorando junto a(ao)

UNIVERSITY OF SOUTHERN CALIFORNIA, ESTADOS UNIDOS com apoio da
CAPES, assumo, em cardter irrevogavel, os compromissos e obrigacdes
Jue se seguem:

1. dedicar-me integralmente e exclusivamente ao desenvolvimento

do plano de atividades relacionadas ao estadgio no exterior,
consultando previamente a CAPES sobre quaisquer alteragdes que
almeje ou que possam ocorrer por motivos alheios;

2. ndo interromper ou desistir do programa sem gque sejanm
fornecidas e acolhidas pela Diretoria Colegiada da CAPES as
justificativas para analise do caso;

3. quando na condigdo de servidor publico da Unido, Estado,
Municipio, Autarquias ou Fundagdes publicas, observar o disposto do
Decreto n°® 91.800, de 18/10/1985, bem como os paragrafos 1° e 2° do
artigo 95 da Lei 8.112, de 11/12/1990;

4. ndo acumular, bolsa, auxilio ou qualquer complementagdo de

outra agéncia nacional ou estrangeira ou ainda saldrio no Pais de
destino, exceto os auxilios recebidos a titulo de contribuir para o
desenvolvimento das atividades inerentes ao estagio de doutorando,
sem prejuizos no prazo estabelecido para a conclusdo dos trabalhos,
desde que comunicado e autorizado previamente pela CAPES. O actmulo
indevido é causa para a imediata rescisdo da concessdo da bolsa;

B aceitar o montante pago a titulo de seguro saude pela CAPES,
desobrigando-a de qualquer responsabilidade relativa a eventual
despesa médica, hospitalar e odontolégica;

6. informar a CAPES, de imediato, mudangas de enderego
residencial, profissional ou eletrdnico, tanto durante a vigéncia da
bolsa quanto apds o retorno ao Brasil;

Tt destacar a bolsa recebida nos trabalhos que publicar, no local
destinado pelo periddico, mencionando: "Bolsista da CAPES - Proc.
n®....". No caso de publicagdo em periédico ou livro internacional,

a indexagdo do Brasil como pais de autoria ou co-autoria deve ser
identificada no campo de filiagédo institucional do autor
(affiliation), nos seguintes termos: a) se houver vinculo
empregaticio com instituigdio brasileira, sua filiagio & mesma; ou,

CAPES/CCE SBN, Quadra 02, Lote 06, Bloco L, 3° andar, E-mail: pdse@capes.gov.br Fone:0800-616161
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Coordenacédo de Aperfeicoamentc de Pessoal de Nivel Superior
SBN, Quadra 02, lote 06, Bloco L

70.040-020 - Brasilia, DF

Brasil

b) se negativo, a seguinte filiagdo: CAPES Foundation, Ministry of
Education of Brazil, Brasilia - DF 70.040-020, Brazil;

8. retornar ao Brasil no prazo de até trinta dias apds a
conclusdo do estagio, com a devida conclusdo dos trabalhos propostos
inicialmente, e permanecer no pais apdés a defesa da tese, por
periodo, no minimo, igual ao que esteve no exterior;

9. atender as convocagdes da CAPES para participagdode avaliagéo

de cursos, de candidatos, de acompanhamento de bolsistas ou
bolsistas egressos do exterior e de outras atividades relacionadas
com a atuagdo da Fundagéo;

10. apresentar até sessenta dias, apds o término do estagio:
bilhete aéreo utilizado no retorno, relatdrio final, pareceres do(a)
orientador(a) brasileiro(a) e do(a) co-orientador(a) estrangeiro(a)
sobre o trabalho desenvolvido, manifestagdo da coordenagdo do
programa de pés-graduagdo sobre o regresso do bolsista;

11. enviar para a CAPES, até sessenta dia apds a defesa no Brasil,
a cbépia da ata de defesa da tese de doutorado;

12. ao publicar ou divulgar, sob qualquer forma, descoberta,
invengdo, inovagdo tecnoldgica ou outra produgdo, passivel de
privilégio decorrente da protegdo de direitos de propriedade
intelectual, obtida durante os estudos realizados com recursos do
Governo brasileiro, comunicar & Capes, e prestar informagdes sobre
as vantagens auferidas e os registros assecuratdrios dos aludidos
direitos em seu nome;

13. restituir o investimento apurado pela CAPES, atualizado pelo
cambio disponivel na data da restituigfio, se identificado: pagamento
indevido; interrupgdo dos estudos ndo autorizada; actmulo indevido;
revogagdo ou rescisdo da concess3o da bolsa, em face de infragdo as
obrigagdes assumidas; inexatiddo das informagdes fornecidas; nédo
regresso ao Brasil no prazo fixado (item 8) ou ndo conclusdo do
programa de doutorado que permitiu o estagio.

Ao firmar o presente Termo, declara ciéncia de que a bolsa podera
ser suspensa, se houver indicios de inobservancia aos termos do
compromisso aqui assumido; e, cancelada, quando comprovados tais
indicios; podendo, a Jjuizo da Diretoria Colegiada da CAPES, ser
cominada multa moratéria de 10%.

e /—\u—,o.’ze ; 1 de dono/13

e e——

— S

Bolsistd

Obs.: Remeter coépia do termo - datado e assinado - para o processo
pela internet, e via original para a CAPES via correio tradicional.

CAPES/CCE SBN, Quadra 02, Lote 06, Bloco L, 3° andar, E-mail: pdse@capes.gov.br Fone:0800-616161
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June 7, 2013

Joel Lavinsky, M.D., MSc

Clinica Lavinsky Otorrinolaringologia
Rua Quintino Bocaiuva 673

Moinhos de Vento

90035003 Porto Alegre, RS - Brasil

To Whom May Concern:

This letter is to acknowledge that I approve the research plan on the topic, "High-Resolution Mapping of
Susceptibility Genes for NIHL" for the student Joel Lavinsky at House Research Institute. Dr. Lavinsky will

work under the supervision of Dr. Rick Friedman during the period September 1, 2013 until August 29, 2014,

Sincerely, .

Neil Segil, Ph.D.

Scientist III and

Executive Vice President for Research Tel. 213-273-8082

House Research Institute FAX:213-273-8088

2100 West Third Street email: nsegil@hei.org

Los Angeles, CA 90057 URL: http://www.hei,org/research/segil index.html
Department of Cell and Neurobiology Co-Director, USC HRI Hearing and

Keck School of Medicine Communication Neuroscience

University of Southern California Training Program

Los Angeles, CA
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USCUniversityof
Southern California

g tives through hearing scicnce

July 31, 2013

Joel Lavinsky, M.D., MSc.

Clinica Lavinsky Otorrinolaringologia
Rua Quintino Bocaiuva 673

Moinhos de Vento

90035003 — Porto Alegre, RS — Brasil

Letter of Acceptance

This letter is to acknowledge that the brazilian Ph.D. student Dr. Joel
Lavinsky was accepted as a research scholar at the House Research
Institute (HRI) and University of Southern California (USC). | certify that
the student will work in the research labs of the institution and have
proficiency in english required. The research scholar activities will be
under the guidance of Dr. Rick Friedman during the period of September
1, 2013 until August 29, 2014,

House Research Institute

2100 West Third Street

email: rfriedman@hei.org

Los Angeles, CA 950057

Department of Cell and Neurobiology
University of Southern California

Los Angeles, CA
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PARA USO DA COORDENACAO DO PROGRAMA

Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior —- CAPES
SBN, Quadra 02, Lote 06, Bloco L
70.040-020 Brasilia— DF

CAPES

TERMO DE SELEGAO DE CANDIDATURA AO PDSE

INSTITUICAO: Universidade Federal do Rio Grande do Sul

PROGRAMA: Pés-Graduagao em Medicina: Ciéncias Cirlrgicas

DATA: 03/06/2013 LOCAL: Porto Alegre

COMISSAO (Indicar todos os membros da Comissao, inclusive o participante externg*)
NOME INSTITUICAO | CARGO/FUNGCAQO ASSINATURA

1. José Carlos Soares Fraga UFRGS Coordenador

2 Roomwo . Aves i UFRES  |Re2. DuceTE|

3. Josd tades Lodmua Navo] UTCSRA | Dorssor, ]

4 Deona Daacronvk UvPFE BN DOONDTND

5.

PARECER FINAL JUSTIFICANDO A ESCOLHA DO CANDIDATO SELECIONAbQI {

NOME DO(S) CANDIDATO(S): Joel Lavinsky
PARECER:
@ O-QL\LC,)IM \Aﬁmuxh wé, PN TN VT ITT T MAXL_‘L—L’BQ m
. , g LG ON&bLQJ eV 387

beitu o wb/\..q b de fttolo

Lo cﬁ;%'u MQ&LLM\LL-\-JJ&:&W colmts & whsdadn

de o sev TR Velc x»eAdb olre :h tendline gy fuycuv(l\w‘

" ) 5
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belfa du.  dediNodo souducth 4
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é-xmwfjl

prof. Dr. José Carlos Soares de l—rﬁga ’

or do PPG em tedieina
:acumadg de Medicina — M

e
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