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1. INTRODUCAO

De acordo com o Centers for Disease Control (CDC) até 25% da populacao
americana adulta pode desenvolver Perda Auditiva Induzida pelo Ruido (PAIR) no
decorrer de sua vida (1). Além do problema humano, caracterizado pela perda auditiva,
zumbido, perturbacdo do sono, etc., o impacto econdmico gerado pela PAIR ¢
consideravel. A American Tinnitus Association (ATA) estima custos anuais de US$ 1,2

bilhao relacionados a PAIR (2).

Nas ultimas décadas, diversos estudos forneceram evidéncias da contribui¢ao
genética na PAIR em humanos. Estudos que avaliaram o componente genético da PAIR
em gémeos demostraram cerca de 36% de herdabilidade (3). Elucidar os efeitos
genéticos especificos ¢ fundamental para a compreensdo de doengas complexas como a
PAIR, pois permitird no futuro abordagens especificas em individuos suscetiveis. Em
humanos, as interagdes gene-ambiente (G x A) estdo sendo consideradas, mas poucos

estudos foram replicados até o momento (4).

Uma grande dificuldade em estudos da PAIR em humanos ¢ a incapacidade de
controlar e quantificar as exposi¢des ambientais de forma consistente, o que leva a falta
de populagdes bem caracterizadas e monitoradas para estudo (4). Atualmente varios
estudos tem avaliado a genética da PAIR, principalmente apds o inicio da utilizagcdo de

modelos animais nas pesquisas da area.

No passado, estudos com modelos animais ja demonstraram que camundongos
de diferentes linhagens apresentaram suscetibilidades variadas ao ruido, utilizando

diferentes métodos eletrofisioldgicos para estimar o limiar auditivo dos animais (5). Um
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exemplo foi o estudo de Erway et al, em que camundongos da raga C57BL/6J foram
mais suscetiveis ao ruido do que as demais. Outros trabalhos também demonstraram que
camundongos knockout testados por Auditory Brainsteam Response (ABR) SODI1 -/ -
(6), GPX1 -/ - (7), PMCA2 - / - (8) foram mais sensiveis ao ruido do que seus
companheiros de ninhada do tipo selvagem. Além disso, camundongos CDH23 + / -
também foram mais suscetiveis ao ruido que os demais, com seus limiares testados

através de potencial de agdo composto (CAP - Limiares de potencial de agdo composto)

9).

Lavinsky et al., por meio de um Genome Wide Association Study (GWAS)
mapearam varios loci para suscetibilidade a PAIR em linhagens consanguineas de
camundongos usando ABR. Um pico estatisticamente significativo no cromossomo 17
foi evidenciado dentro de um bloco de haplotipos contendo NADPH oxidase-3 (Nox3),

fornecendo evidéncias para apoiar seu papel na suscetibilidade a PAIR (4).

O uso de animais, como camundongos, pode ser um método valido para o
estudo da perda auditiva devido a semelhanga de sua orelha interna com o humano.
Existe a possibilidade de criagdo de um ambiente controlado em laboratério, com
exposicao idéntica das cobaias ao ruido, evitando fatores de confusdo. Isso permite, com
a analise dos limiares auditivos pré e pos exposicao ao ruido, em diferentes linhagens de
camundongos, quantificando o exato papel da genética na PAIR. Atualmente os estudos
do tipo GWAS proporcionam o cruzamento de dados genotipicos e fenotipicos de
camundongos hibridos de variadas linhagens que formam uma colecdo previamente

genotipada e catalogada, o Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP).
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Com base nessas evidéncias, nosso estudo tem como objetivo buscar outros
fenotipos auditivos baseados nas Emissdes Otoactsticas por Produto de Distor¢ao
(EOAPD). Este método avalia os limiares auditivos através da funcdo das células
ciliadas externas da coclea, que podem ser afetadas precocemente na exposi¢do ao
ruido. Essa é uma abordagem potencialmente promissora, pois avalia através de um
método eletrofisiologico inédito, camundongos do HMDP através de um GWAS antes e

apOs exposicao ao ruido.
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2015 Apr 16. doi:10.1371/journal.pgen.1005094
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PERDA AUDITIVA INDUZIDA POR RUIDO

2.1.1 Epidemiologia

A Perda Auditiva Induzida por Ruido (PAIR) ¢ uma das principais causas de
perda auditiva na populacdo mundial. Estima-se que um ter¢o de todos os casos de
perda auditiva sejam causados pela PAIR, sendo a segunda causa mais frequente de
perda auditiva, apos a presbiacusia (1) (2). De todas as etiologias envolvidas nas perdas
auditivas, a mais comumente evitdvel ¢ a PAIR. Estima-se que até¢ 12% da populacao
mundial esteja suscetivel a PAIR, o que corresponde a aproximadamente 600 milhdes

de pessoas (3).

2.1.2 Fisiopatologia

A exposicdo danosa ao ruido acomete a audi¢dao lesando estruturas da orelha
interna e causando dano neurossensorial, tanto a coclea quanto aos neurdnios auditivos
primarios (4) (5). Os efeitos deletérios do ruido ocorrem tanto na exposi¢ao laboral
quanto recreacional a niveis elevados de energia actstica. O trauma acustico
responsavel pela lesdo das estruturas da orelha interna estd associado a dois padrdes de

dano, dependendo da intensidade e da duragao da exposi¢ao.

No caso de alteragdao temporaria do limiar auditivo (chamado 77S - Temporary
Threshold Shift), geralmente ocasionado por lesdes agudas e de alta intensidade sonora,
a lesdo auditiva ocorre, porém apos algum tempo, os limiares auditivos voltam ao valor
basal, pela recuperagcdo da funcdo coclear. Em situacdes especificas essa recuperagao

ndo acontecera, ocasionando mudanga permanente do limiar auditivo (chamado PTS -
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Permanent Thresholds Shift). Na ocorréncia de traumas repetidos do tipo 7758, ocorrera

PTS, tipicamente notado na PAIR (6).

A recuperacdo dos limiares auditivos basais pdés T7S ¢é provavelmente o
resultado do desacoplamento reversivel entre os estereocilios das células ciliadas
externas € a membrana tectorial (7) e/ou aumento reversivel do ganho central/
hiperacusia e zumbido associados (8). No entanto, mesmo quando ha recuperacdo dos
limiares tonais auditivos basais, pode haver dano consideravel nas sinapses cocleares,
denominada sinaptopatia coclear (4) (9). A sinaptopatia resulta na perda de conexdes
entre as c€lulas ciliadas internas e seus neurdnios aferentes na fase aguda do trauma
coclear induzido por ruido (4) (10), sendo provavelmente o resultado da
excitotoxicidade do neurotransmissor glutamato, causando danos as terminagdes
nervosas pos-sinapticas (11). Isso também ¢ chamado de perda auditiva oculta induzida

por ruido, pois ndo ¢ acompanhada por uma mudanga de limiar auditivo (9).

Embora seja desconhecida a extensdo em que a sinaptopatia contribui para a
PAIR, argumenta-se que esses mecanismos semelhantes a sinaptopatia que ocorrem em
certos tipos de neuropatia auditiva, estdo envolvidos na PAIR (11). Isso também ¢
apoiado por pesquisas em animais que mostram células ciliadas intactas, mas extensa

perda de neurdnios do ganglio espiral da coclea, induzida por ruido (4).

A perda de células ciliadas externas, degeneracao das fibras nervosas cocleares e
formacao de tecido cicatricial (zonas mortas) no o6rgao de Corti sdo responsaveis pela
perda auditiva irreversivel na PTS (12). Uma caracteristica crucial da perda de células
ciliadas por qualquer causa (ruido, medicamentos ototoxicos, idade) € a incapacidade

das células sensoriais de mamiferos se regenerarem (13).
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Dependendo da intensidade e durag¢do do ruido, todo o 6rgdo de Corti pode ser
rompido (12). A destruicao do 6rgao de Corti pode ser o resultado de dois mecanismos:
destruicdo mecanica por exposicdo curta a intensidades extremas de ruido ou

descompensagdo metabolica apds exposicdo a ruido por um longo periodo de tempo

(14).

A destruicdo mecanica ¢ adquirida pela exposi¢do a intensidades de ruido acima
do nivel de pressdo sonora de 130 dB (NPS), levando a desassocia¢do do 6rgao de Corti
da membrana basilar, interrup¢do das jungdes celulares e mistura de endolinfa e

perilinfa (15).

A descompensacdo metabolica gera interrup¢ao dos estereocilios, nucleos e
mitocondrias aumentadas, vesiculacdo citoplasmatica e vacuolizagdo (16) (17).
Acredita-se que sua causa seja tanto a formacdo de radicais livres ou espécies reativas
de oxigénio (ERO) quanto a excitotoxicidade do glutamato, evocadas pela estimulagao
excessiva do ruido, seguidas pela ativacdo de vias de sinalizacdo que levam a morte
celular (18). As EROs emergem imediatamente apos a exposi¢do ao ruido e persistem
por 7 a 10 dias depois, espalhando-se apicalmente da extremidade basal do 6rgio de
Corti, ampliando assim a area de necrose e¢ apoptose (18) (19). O glutamato ¢ o
neurotransmissor excitatério que em altos niveis de podem superestimular as células

pos-sinapticas e causar edema dos corpos celulares e dendritos (20).

Outra conseqiliéncia metabodlica da exposi¢ao ao ruido € o aumento de célcio
livre (Ca2 +) nas células ciliadas externas imediatamente apos a superestimulacdo
acustica, contribuido tanto pela entrada pelos canais i6nicos quanto pela liberagdo das

reservas intracelulares (21). A sobrecarga de Ca2 + também pode desencadear vias de
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morte celular apoptotica e necrdtica, independentemente da formag¢dao de ERO (22).
Existe um risco significativo de desenvolver PAIR apos exposic¢ao cronica a 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 exposi¢do a ruido continuo (tabela 1).

No caso de 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 ossicular, as membranas da
orelha interna e o o6rgdo de Corti. A ruptura da membrana timpanica pode atuar como
mecanismo protetor ¢ absorver parte da energia que seria transferida para a orelha

interna.

2.1.3 Quadro Clinico

O sintoma mais evidente da PAIR ¢ a perda auditiva, a qual pode estar
acompanhada do zumbido. Esses sintomas podem variar em fung¢do de periodo de
exposi¢do, nivel de pressao sonora e susceptibilidade individual. A hipoacusia costuma
ser bilateral e simétrica, sendo dificilmente de cardter profundo. Os valores de
discriminacao auditiva estdo dentro dos niveis normais ou levemente 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 (23). Algiacusia e
plenitude aural podem estar presentes no quadro clinico. Em fases iniciais de exposi¢ao

ao ruido, antes mesmo da hipoacusia, podem ocorrer sintomas temporarios de zumbido,



Tabela 1: Limites de tolerancia para ruido continuo ou intermitente. Fonte: NR-95 -
Ministério do Trabalho (MTb) n. 3214/1978 (BRASIL, 1978).

Nivel de ruido dB (A) Maxima exposicio diaria permissivel

85 8 horas

86 7 horas

87 6 horas

88 5 horas

89 4 horas e 30 minutos
90 4 horas

91 3 horas e 30 minutos
92 3 horas

93 2 horas e 40 minutos
94 2 horas e 15 minutos
95 2 horas

96 1 hora e 45 minutos
98 1 hora e 15 minutos
100 1 hora

102 45 minutos

104 35 minutos

105 30 minutos

106 25 minutos

108 20 minutos

110 15 minutos

112 10 minutos

114 8 minutos

115 7 minutos




20

cefaléia e tontura, e posteriormente, apds meses a anos de exposi¢do hd uma
intensificagdo do zumbido e uma leve redugao da discriminagao auditiva, especialmente
no ruido. A progressao da perda auditiva ¢ interrompida na medida em que o individuo
se afasta da exposi¢do ao ruido, porém a lesdo coclear ¢ irreversivel e as sequelas sao

permanentes.

Manifestagdes extra-auditivas podem ocorrer no decorrer da doenca, como:
comportamentais (isolamento social, irritabilidade, dificuldade de concentragao),
neurologicas (sono, tremores, cefaleia e nausea), digestivas (dor abdominal e gastrites) e
alteragdes vestibulares. O exame clinico pode demonstrar alteracdes cardiovasculares
(aumento da pressao arterial e taquicardia) e metabolicas (aumento do cortisol, glicemia

e adrenalina) (24).

2.1.4 Diagnostico

A avaliagdo diagnostica dos casos suspeitos de PAIR deve incluir tanto a
anamnese clinica convencional quanto a anamnese ocupacional. Além da anamnese, o
exame fisico otorrinolaringoldgico e exames complementares fazem parte da

investigacdo clinica da PAIR.

A anamnese convencional deve obedecer os passos de investigacdo das perdas
auditivas neurossensoriais, incluindo os seguintes aspectos: periodo de evolu¢dao dos
sintomas, historico de intercorréncias neonatais, infeccdes (sarampo, caxumba,
meningite), uso de drogas ototdxicas, otites, trauma, doencas metabdlicas (diabetes,
hipotireoidismo, dislipidemias), histérico familiar de perda auditiva e habitos de vida

(tabagismo, alcoolismo). Além disso, os pacientes devem ser questionados sobre o uso
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de arma de fogo e instrumentos musicais, além de exposi¢cdo ao ruido em atividades

recreativas (danceterias, shows).

Um passo importante na avaliagdo diagndstica da PAIR ¢ a anamnese
ocupacional. Deve-se questionar sobre todas as atividades profissionais realizadas,
tipos de maquinas usadas, tempo de exposi¢cdo diaria ao ruido, exposi¢do a produtos

quimicos, historico de acidentes e utilizacdo de protecdo auditiva individual (24).

O exame fisico otorrinolaringologico completo deverd ser realizado na
investigagcdo da PAIR com especial aten¢@o para a otoscopia e a acumetria com testes de
Rinne e Weber. O principal exame complementar para o diagnoéstico da PAIR ¢ a
audiometria tonal aéreo-6ssea. 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 simulagdo, 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 ¢ssea ndo permite a identificacdo de lesdo neurossensorial.
Independentemente do tipo de exame audiométrico, ¢ importante o repouso auditivo de
pelo menos 14 horas antes da realizagao do exame, para afastamento de possibilidade de

se tratar de 775.

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
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restaurado em 8.000 Hz. O fato de frequéncias em torno de 4 kHz serem mais afetadas
pelo ruido € provavelmente devido a frequéncia de ressonancia da orelha externa / canal
auditivo, bem como as propriedades mecanicas da orelha média (25). 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, ¢ os limiares em 8.000 Hz sdo melhores que o ponto

mais profundo da gota acustica.

A PAIR dificilmente produz uma perda auditiva superior a 75 dB nas altas
frequéncias e 40 dB nas baixas frequéncias. Porém quando os dados individuais sdo
revisados, a perda auditiva neurossensorial severa a profunda ¢ documentada em
individuos expostos ao ruido, com uma prevaléncia variando de 1 a 15%, bem acima da
prevaléncia na populacdo em geral nos Estados Unidos (0,5% ) e Reino Unido (0,7%)

(26) (27) (28).

A ampla faixa de prevaléncia de perda auditiva severa a profunda encontrada em
estudos de populagdes expostas ao ruido pode ser influenciada por fatores genéticos
subjacentes ou diferengas na intensidade, tipo e duracdo da exposi¢do ao ruido. Por
exemplo, a perda neurossensorial pode progredir para severa ou profunda com duragdes
prolongadas de exposi¢ao ao ruido (29) (30), especialmente no ruido de impacto (31). A
velocidade de perda auditiva em func¢ao da PAIR ¢ maior nos primeiros 10-15 anos de
exposi¢ao, reduzindo essa velocidade a medida em que ha um agravamento da perda

auditiva (30).
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2.1.5 Tratamento

Sendo a PAIR uma doenga irreversivel, atualmente nao dispomos de tratamentos
medicamentos ou cirurgicos que possam modificar sua historia natural. A reabilitacdo
auditiva continua sendo o tratamento de escolha, quando as perdas sdo mais severas e

sintomaticas.

O enfoque atual na PAIR deve ser realizado na preven¢do da doenca no ambito
do ambiente de trabalho. Campanhas que possam orientar a populagdo geral quanto aos
maleficios do ruido intenso em seu dia-a-dia também sdo métodos possiveis de
prevencdo. Profissionais de saude devem ser treinados em reconhecer os sinais
precoces da PAIR e realizar praticas de orientacdo quanto a satde auditiva

principalmente em popula¢des de maior risco.

Programas de prevencdo sio fundamentais e devem ser incentivados. Orgdos
governamentais instituiram o Programa de Conservacao Auditiva (PCA) (32). Esse
programa envolve o reconhecimento e a avaliagdo dos riscos para a audigdo,
gerenciamento audiométrico, medidas de protecdo coletiva, medidas de protecao
individual (EPI), educacdo e motivagdo, gerenciamento de dados e avaliagdo do

programa.

2.2 A GENETICA DA PERDA AUDITIVA INDUZIDA POR RUIDO

2.2.1 Descoberta de Genes da PAIR em Humanos

A descoberta de fatores genéticos que predispdem a PAIR em humanos tem

encontrado muitas dificuldades. Até hoje, ndo existem estudos de hereditariedade
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realizados, ja que ¢ impossivel coletar dados em familias em que todos os individuos
sdo expostos a condigdes idénticas de exposicdo ao ruido. Existem algumas técnicas
alternativas em que as variantes causais podem ser estudadas através de genes
candidatos, sendo cuidadosamente selecionados com base na informacao relacionada a
sua fungdo 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
individuos. Os trabalhadores da induastria que atuam por muitos anos na mesma
atividade sdo os individuos ideais para estudos de associacdo do genoma inteiro,
especialmente em funcdo de que, nessas industrias, o grau de exposi¢ao 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 variacdo entre os tipos, dose, padrdes e duragdo da exposi¢cdo ao ruido em diferentes
industrias, dificulta a avaliagdo do efeito cumulativo da exposi¢do ao ruido,

especialmente entre os trabalhadores que mudam frequentemente de emprego.

Além da PAIR relacionada ao trabalho, a exposi¢ao ao ruido recreacional (como
cacadas, 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 questionarios padronizados, o que pode
gerar um viés de afericdo. O envelhecimento e fatores ambientais (drogas, poluentes)

podem também ser considerados fatores de confusio nos estudos genéticos de PAIR em
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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 progressao da PAIR, esse pico negativo se

espalha e dificulta a diferenciagdo com a presbiacusia.

Finalmente, em relagdo aos questiondrios, frequentemente os individuos nao
conhecem ou ndo se lembram se foram expostos a drogas ototdxicas durante a sua vida.
Além dos trabalhadores da industria, a populacdo de militares ¢ passivel de investigacao
sobre a suscetibilidade a PAIR. Entretanto, os resultados provavelmente serdao diferentes
entre essas duas populagdes. Enquanto os trabalhadores da industria estdo tipicamente
expostos a ruidos continuos em intervalos de frequéncia especifica, os militares sdo

expostos a um ruido descontinuo e explosivo.

2.2.1.1 Estudos de associacao do genoma inteiro

Os estudos de associacdo do genoma inteiro (GWAS - genome wide association
study) tém sido utilizados de forma bem-sucedida nos ultimos 10 anos para identificar
multiplos genes que interagem e contribuem para o fendtipo da doenga. Em estudos de
associacdo do genoma inteiro de larga escala, o DNA de milhares de individuos
diagnosticados com uma doenga especifica ¢ o 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 doencas especificas. Essas novas
ferramentas facilitam a identificacdo de genes para doengas complexas, ja que pequenas

alteracdes em diversos genes podem contribuir para o fenétipo final (33).
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A confiabilidade desses achados pode ser verificada através da replicagdo dessa
descoberta em uma segunda populacdo, nao relacionada (34). Os controles envolvem
uma anélise semelhante através de diferentes grupos étnicos (Europa Oriental, Africa e
Asia), j& que alguns polimorfismos apresentam maiores frequéncias em alguns grupos
étnicos especificos e sdo menos informativos em estudos de associagdo. Em funcdo 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 (www.hapmap.org) e a disponibilidade de métodos de

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

Nos ultimos 15 anos, tem sido observado um grande aumento no nimero de
GWAS com o objetivo de identificar genes relacionados a susceptibilidade a PAIR.
Centenas de polimorfismos foram rastreados em genes envolvidos em diferentes
mecanismos e estruturas da orelha interna. Nesse sentido, foram classificados em genes
de estresse oxidativo, rotas de reentrada de potéssio, genes monogénicos de surdez ,

genes das proteinas heat shock e outros genes.

2.2.1.2 Genes de Estresse Oxidativo

A coclea ¢ um 6rgdo metabolicamente ativo. O estresse oxidativo apresenta um
papel central na patogénese da PAIR. As células ciliadas demandam uma grande
quantidade de energia durante e ap6s a exposi¢ao 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 sdo ativas na coclea.


http://www.hapmap.org
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O primeiro grupo compreende enzimas envolvidas no metabolismo da
glutationa, incluindo a glutationa S-tranferase (GST), glutationa peroxidase (GPX1) e a
glutationa redutase (GSR). As classes GST compreendem os genes GSTM1 e GSTT],
que demonstram uma grande variabilidade genética em humanos. Até¢ 50% da

populagdo caucasiana ndo apresenta o gendtipo para o gene GSTT1 (35).

O segundo grupo de enzimas antioxidantes inclui as enzimas envolvidas na
quebra dos anions superdxido e perdxido de hidrogénio (catalase-CAT, superoxido
dismutase 1 — Cu/Zn SODI1, superéxido dismutase 2 — SOD2 mitocondrial e
paraxonase/arilesterase 2 sérica —PON2). Os resultados dos estudos de associacdo entre

as variacoes nos genes de estresse oxidativo e a susceptibilidade a PAIR sao ambiguos.

Wang et al. avaliaram através de uma metandlise a associacdo entre o
polimorfismo C47T do gene SOD2 com a PAIR. Trés estudos elegiveis compondo 1094
individuos chineses foram incluidos. Nao foi encontrada associacao significativa entre

esse polimorfismo e PAIR na populacdo estudada (36).

Em um estudo com 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, GSST1, CAT, SOD, GPX, GSR
e GSTP1) foram associados a PAIR. Entretanto, os mesmos autores demonstraram que o
efeito do tabagismo na susceptibilidade a PAIR ¢ dependente da presenca da delecao do
gene GSTM1. Essa relagdo sugere uma interacao entre os genes e fatores ambiental na

susceptibilidade a PAIR (37).
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Em funcdo da evidéncia de que o estresse oxidativo pode ser um mecanismo
subjacente a PAIR, a associacao entre a CAT e a PAIR foi novamente analisada em duas
grandes populagdes independentes (Suécia, 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 andlise estatistica mais detalhada,
levando em consideracdo as interagdes entre os gendtipos com os niveis de exposi¢ao ao
ruido. Os autores identificaram associagdes significativas para os dois polimorfismos
em ambas as amostras populacionais. Essa andlise sugeriu que o genotipo pode
apresentar efeito diferencial na susceptibilidade ao ruido, considerando os niveis de

exposi¢ao ao ruido (38).

Um estudo duplo-cego com 53 trabalhadores tratados com n-acetilcisteina
apoiou a hipotese de que individuos portadores dos genotipos nulos nos genes GSTT],
GSTM1 e GSTP1 sdao mais susceptiveis a PAIR (39). Porém um estudo caso-controle
recente publicado por Loukzadeh et al. avaliou polimorfismos dos genes GSTTI e

GSTMI1 e ndo encontrou diferenga estatisticamente significante entre os grupos (40).

Outro estudo recente realizado em populagdo Chinesa, avaliou por regressao
logistica a interagdo entre o nivel de exposicao ao ruido e os gendtipos do CAT. Entre os
6 SNPs estudados, dois foram associados ao nivel de exposi¢ao ao ruido. Um SNP
(rs208679) foi associado ao risco de PAIR em nivel de exposi¢do sonora mais baixo
(<85dB), e outro gendtipo (rs769217) foi associado a exposicdo mais elevadas

(85-92dB) (41).
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2.2.1.3 Genes do Ciclo do Potassio

As células sensoriais da orelha interna sdo banhadas por endolinfa, que ¢ o
liquido extracelular enriquecido por ions de potassio que preenche a escala média da
coclea. O potassio ¢ a principal carga que atua na transdugdo sensorial, sendo esse ciclo
do potassio fundamental para o processo de audi¢dao. Esses ions sdo secretados na
endolinfa pela estria vascular, entram nas células ciliadas através de canais apicais
mecanossensiveis ao potdssio 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 (42).

Os genes envolvidos no ciclo do potdssio sdo essenciais para o processo de
audi¢do. Isso estd evidenciado através de multiplas mutagdes desses genes (GJB2,
GJB3, GJB6, KCNE1, KCNQI e KCNQ4), as quais podem gerar formas de perda
auditiva sindrémica e ndo sindromica (43)(44). Além disso, camundongos deficientes
para os genes SLC12A2 e KCNJ10 desenvolvem perda auditiva em fungdo do colapso
dos espacos endolinfaticos e incapacidade de gerar potencial endococlear,
respectivamente (45)(46). 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 regulamentagao ISSO 1999 (37). Esse

grupo estudou se os portadores da mutagcdo 35delG no gene GJB2 sdo mais sensiveis ao
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desenvolvimento da PAIR. Entretanto, ndo foi verificada diferenca entre os individuos
resistentes e susceptiveis a PAIR. A auséncia de significancia em relagdo a incidéncia
dos portadores foi confirmada em uma populacao 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 (47).

O estudo de associacao seguinte foi realizado em uma amostra sueca e envolveu
35 SNPs em 10 genes que controlam o ciclo do potéssio na orelha interna. Foram cinco
genes da familia da conexina, como Cx26 (GJB2), Cx30 (GJB6), Cx30.3 (GJB4), Cx31
(GJB3) Cx32 (GJBI1); quatro genes de canais ou subunidades de potadssio como
KCNIJ10, KCNQ4, KCNE1, KCNQI1; e um gene do cotransporte da bomba de sodio e
potassio, como o SLC12A2. Associacdes significativas com PAIR foram observadas
para trés polimorfismos no KCNE1, um polimorfismo no KCNQI e um polimorfismo
no KCNQ4. Isso sugere que esses sao os primeiros genes envolvidos com a
susceptibilidade a PAIR. Um dos polimorfismos do gene KCNE1 (D85N) tem sido
testado em células ovarianas de hamsters chineses. Existe a hipotese de que a variante
85N possa levar a uma maior concentracdo de potassio e, como consequéncia, possa

determinar um aumento da susceptibilidade ao ruido no 6rgdo de Corti (48).

Uma analise semelhante, porém com maior nimero de polimorfismos (total de
99), foi realizada numa populagdo polonesa (49). Nesse estudo, associagdes
significativas foram encontradas em sete de um total de 10 genes (KCNEI, KCNQ4,
GJBI, GJB2, GJB4, KCNJ10, KCNQ1). Os resultados mais interessantes foram obtidos
nos genes KCNE1 e KCNQ4. Esses achados foram replicados pelos autores nos

mesmos polimorfismos que foram previamente publicados na amostra sueca (rs2070358
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e Q455H, respectivamente). A direcdo dessa tendéncia genética para o KCNE1 foi a
mesma em ambas as populagdes, mas oposta para o KCNQA4. Isso pode ser explicado,
teoricamente, por diferengas nas frequéncias dos alelos ou nos padrdes de desequilibrio
de ligagdo em ambas as populagdes. Houve uma discreta diferenca nos procedimentos
de selecdo entre os estudos, influéncia de diversos fatores ambientais ou associa¢des

falso-positivas com a PAIR.

Recentemente um estudo avaliou a associagdo da variagcdo genética no KCNQ4 e
PAIR numa popula¢do Chinesa. Foram comparados trés polimorfismos - rs709688,
152769256 e rs4660468 - em individuos expostos ao ruido com e sem PAIR. Diferenca
significativa foi observada no SNP rs4660468 do KCNQ4, sugerindo como possivel

marcador de susceptibilidade para PAIR nessa populagdo (50).

Uma andlise estendida de 644 polimorfismos em 53 genes candidatos foi
realizada em duas populacdes independentes (sueca e polonesa). As associacoes
positivas foram demonstradas para dois genes, um que codifica a protocaderina 15
(PCDH15) e outra que codifica a miosina 14 (MYH14) (51). Um polimorfismo na
PCDHI15 resultou em associacdes significativas em ambas as populagdes. Dois
polimorfismos no gene MYHI14 resultaram numa associa¢do positiva na amostra

polonesa e em uma interagdo significativa com exposi¢ao ao ruido na amostra sueca.

As caderinas, conhecidas por caderina 23 e protocaderina 15, sdo moléculas que
formam as ligacdes entre as células ciliadas sensoriais da cdclea e sdo essenciais para a
transdu¢do mecanoelétrica (52). Foi demonstrado que a mutacdo da CDH23 quebra a
organizacdo dos esterocilios, gerando perda auditiva e disfungdo vestibular em

camundongos waltzer. A variante 753" desse gene foi correlacionada com a
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susceptibilidade a PAIR (53). Um estudo caso-controle recente realizado por Zhang et

al. na China encontrou o CDH23 como gene candidato na PAIR em humanos (54).

A MYHI14 codifica uma das proteinas da superfamilia miosina. Sao proteinas
motoras actina-dependentes que regulam a motilidade e a polaridade das células ciliadas
da coclea. A mutagdo na MYHI4 resulta em deficiéncia auditiva autossOmica

dominante em humanos (DFNA4).

O gene EYA4 ¢ fundamental para a o desenvolvimento estrutural da orelha
interna, que inclui vesicula 6tica, membrana de Reissner e epitélio sensorial do sistema
vestibular. Além disso acreditava-se que o gene EYA4 regulando a bomba Na+/K+
ATPase seria a chave para o desenvolvimento da células mecanosenssoriais da coclea.
Em humanos a delecdo desse gene ¢ responsavel por uma perda auditiva
neurossensorial ndo sindrémica. (55) (56). Um estudo caso-controle avaliou mutacdes
no gene Eya4 em metallrgicos, encontrando evidéncias de associagdo do seu

polimorfismo rs3813346 com a PAIR (57).

Outros dois trabalhos realizados por Zhang et al. (2015) e Zhang et al. (2019)
também encontraram correlagdes positivas do gene EYA4 com PAIR em populagao

chinesa (58) (54).

2.2.1.4 Formas Monogénicas de Surdez

As heat-shock proteins (HSPs) formam um grupo de proteinas que atuam na
sintese, construcao e transporte celular de diversas outras proteinas, sendo expressas em
condigdes fisioldgicas e patologicas. O HSP70 ¢ distribuido na orelha interna e tem o

potencial de proteger a audi¢do contra ruidos, drogas ototoxicas ou lesdes (59). A
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superexpressao do HSP70 pode proteger significativamente as células ciliadas da orelha
interna da morte celular causada por aminoglicosideos (60). Em situacdes como
exposi¢cao a niveis sonoros moderados, podem proteger o ouvido da exposi¢cdo
excessiva ao ruido (61) (62). Um total de trés genes sdao responsaveis pelas HSPs,
especialmente o HSP70-1, HSP70-2 e o HSP70-hom. Esses genes sdo induzidos pelo

calor, exceto o HSP70-hom.

Uma meta-andlise recente avaliou a associacdo entre os polimorfismos do
HSP70 (rs1043618, rs1061581, rs2075800, rs2227956 ¢ 1s2763979) e risco de PAIR em
populacdes chinesa e caucasiana. Um total de cinco estudos foram incluidos nessa
revisdo e apos analise de subgrupos por etnia, foram observadas associagoes
significativas entre os polimorfismos rs1061581 e rs2227956 do HSP70 e

susceptibilidade a PAIR em individuos caucasianos do sexo masculino (63).

2.2.1.5 Outros genes

Os genes DNMT1 e DNMT3A atuam primariamente mantendo padrdes de
metilacio do DNA e preservando as informacdes epigenéticas através das geracdes
celulares subsequentes além de estabilizar novos padrdoes de metilacdo. Um estudo
caso-controle avaliou polimorfismos dos genes DNMT1 e DNMT3A e sua associagao
com a PAIR. Foram avaliados quatro polimorfismos dos genes em populagdo chinesa
exposta ao ruido. Trés polimorfismos: rs749131, rs1550117 e rs2228611  foram

associados com aumento significativo do risco de PAIR (64).

Outro gene candidato, o GRM7, atua codificando o receptor 7 metabotrofico do

glutamato (mGlutR7). Esse receptor mantém a fenda sinaptica entre as células ciliadas
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internas e ganglios do neurdnio espiral tipo I depurada do glutamato. O glutamato ¢ um
neurotransmissor excitatorio que em excesso € responsavel pelo envenenamento por
superestimulacao dos neurdénios pos sinapticos, que ocorre no dano metabolico apds a
exposi¢ao ao ruido. Um trabalho realizado em metalurgicos chineses avaliou o
polimorfismo do gene GRM7 no desenvolvimento de PAIR. Foi demonstrado pela
primeira vez que a mutacdo do alelo C no rs1485175 do GMR7 reduziu a

susceptibilidade a PAIR na populagdo estudada (65).

Em 2017 Guo et al avaliaram outro gene candidato, o FOXO3 e associagdo das
suas variagdes genéticas com susceptibilidade a PAIR (66). O Forkhead Box 3
(FOXO03) é um fator de transcricdo conhecido por regular a longevidade de varias
espécies, incluindo humanos e camundongos (67). O FOXO3 regula a expressao de
proteinas de resposta ao estresse (68) e os efetores do FOXO3 podem melhorar o
estresse oxidativo, bloquear a mitose, induzir apoptose ou promover inflamacao (69). O
estudo demonstrou que os polimorfismos genéticos 1rs2802292, rs10457180 e
rs12206094 do gene FOXO3 estdo associados a um risco aumentado de PAIR em uma
populacdo chinesa e tém potencial para serem biomarcadores para trabalhadores

expostos ao ruido (66).

Além disso, acredita-se que mutagdes no FOXO3 estejam relacionadas a perdas
auditivas por neuropatia auditiva. Camundongos adultos com mutagdes no gene
FOXO3 foram suscetiveis a perda auditiva com as caracteristicas tipicas da neuropatia
auditiva, a saber, limiares auditivos elevados combinados a fun¢do normal das células

ciliadas externas (70).
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A apoptose ¢ uma das causas de perdas de células ciliadas da céclea na PAIR,
sendo a ativacdo de caspases um evento central na morte celular programada. Foram
avaliadas associacOes das variagdes genéticas dos genes das Caspases com a PAIR
através de estudo caso-controle em trabalhadores Chineses. Foram investigados 15
polimorfismos dos genes das Caspases (CASP1, CASP3, CASP4, CASP5, CASP6,
CASP8, CASP10 e CASP14) e sua relagado com PAIR. Dois SNPs dos gene CASP3

foram associados com PAIR (71).

Em 2019 um estudo caso-controle para screening de genes candidatos a PAIR
em trabalhadores Chineses expostos ao ruido avaliou 83 SNPs. Foram encontrados sete
SNPs nos genes CDH23, PCDHI15, EYA4, MYOI1A, KCNMAI1 e OTOG associados a

PAIR (54).

2.2.2 Descoberta dos Genes da PAIR em Camundongos

Os camundongos geraram a primeira evidéncia da influéncia genética da PAIR.
Isso ocorreu em fun¢do da identificacdo de genes que aumentam a susceptibilidade ao
trauma sonoro (72). 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 comparagdo com outras linhagens (73)(74)(75). Além
disso, diversos camundongos knockout, como SOD1-/- (75), GPX1-/- (76), PMCA2-/-
(77) e CDH23+/- (78), 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 cdclea e geram um aumento da

susceptibilidade da orelha interna ao ruido.
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A principal vantagem para estudos de PAIR em modelos animais € a capacidade
de fornecer e monitorar, de forma precisa, a exposi¢do 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 laboratérios 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 apos a exposi¢ao ao ruido
para estudos histologicos de morfologia e patologia, assim como analises moleculares
de alteragdes na expressdao génica. J& em humanos, os pesquisadores somente tém
acesso as estruturas cocleares de ossos temporais extraidos durante autopsias. As
alteracdes das estruturas cocleares em o0ssos temporais podem refletir o impacto
cumulativo da exposi¢do ao ruido ao longo dos anos, os efeitos dos danos ambientais
(como drogas ototoxicas e/ou exposicdo quimica) e qualquer degeneragdo celular
patologica relacionada a idade. Embora as cole¢des de ossos temporais sejam
extremamente uteis e tenham gerado conhecimento sobre os padroes de dano coclear, o
tempo entre a exposi¢do ao ruido e a analise de ossos temporais pode ser extremamente

longo.

Os geneticistas continuam a excluir ou a introduzir mutagdes humanas
conhecidas em genes de camundongos que codificam proteinas cocleares para avaliacao

do efeito funcional. Além de analisar o quanto a mutacdo afeta os limiares auditivos,
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sera também importante investigar a susceptibilidade ao ruido, a qual € uma area ainda
pouco explorada. A ampliagao da colecao de camundongos mutantes gera oportunidade
de avaliar se a eliminagdo ou a modificagdo de uma proteina em especial faz com que o

camundongo seja mais susceptivel a PAIR.

A principal limitacdo dos estudos com ruido ¢ o efeito da base genética do
camundongo mutante em relagdo a degeneracao coclear fisioldgica 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 sdo portadoras do alelo Cdh23ahll,
o qual ¢ responsavel pela perda auditiva de inicio precoce e pela PAIR (76). 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 presenca
do alelo Cdh23ahll pode complicar a avaliagdo da funcdo auditiva nesses mutantes,
especialmente apos os 4 meses de vida. Nesse momento, o camundongo da linhagem
CBA mostrou adquirir resisténcia ao ruido (79). Portanto, a selegdo 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
consanguineas para se utilizar da for¢a do hibrido, o que reduz a variabilidade das

medidas de desfecho (80).

As mutagdes nulas nos camundongos CDH23 e PCDHIS5 geram uma
desorganizacao dos feixes de cilios e uma deterioragdo precoce do epitélio sensorial
auditivo e vestibular no camundongo waltzer (v; Cdh23834-835insG) e Ames waltzer,

respectivamente (81) (82). Uma mutacdo missense da mutacdo Cdh23A2210T no
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camundongo salsa gera um fendtipo 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 (83).

A evidéncia de que os genes CDH23 e PCDH15 participam da PAIR advém das
linhagens de camundongos consanguineos que apresentam diferencas sutis na sequéncia
de genes. Estudos auditivos em camundongos comuns € 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 (84). Diversos grupos tém comparado o camundongo CBA com o
C57BL/6J e tém demonstrado que a linhagem CS57BL/6J apresenta perda auditiva
precoce e acelerada. Além disso, esses camundongos sdo mais susceptiveis ao ruido e
exibem maiores alteracdes dos limiares apds a exposicdo ao ruido na maioria das
frequéncias testadas (85)(86)(87). O camundongo CBA também apresenta rapida
recuperagdo da funcdo auditiva nos primeiros 3 dias apds a exposicdo ao ruido,
enquanto o C57BL/6J apresenta uma recuperagdo limitada com o passar do tempo (74)

(75)(53).

Em estudo publicado em 2009 (88) foram realizados diversos experimentos com
modelos transgénicos para estudo da PAIR. Os camundongos da linhagem consanguinea
Castaneous (CAST/Ei) sao resistentes ao ruido, enquanto a linhagem CS57BL/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
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auditivo gerado pelo ruido na linhagem C57BL/6J. A PAIR foi gerada através da
exposi¢ao de camundongos (6 a 8 semanas de vida) a uma intensidade sonora de 108
dB. Foram testadas a audi¢dao de cada camundongo até 23 dias apOs a exposicao ao
ruido através de PEATEs. Esse estudo identificou loci 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

tracos de interesse pode ser facilmente realizado.

Os estudos de mapeamento identificaram um locus no cromossomo 10 de
camundongos, sendo responsavel pela perda auditiva de inicio precoce no C57BL/6J e
também em nove outras linhagens consanguineas comuns (74)(89). Esse locus foi
originalmente conhecido por Ahl, e posteriormente renomeado como Ahll, sendo o
primeiro locus relacionado a perda auditiva pela idade. Testes de complementagdo
genética mostraram que o Ahl e o Nihl sdo alélicos, ou seja, estdo localizados na mesma
posicdo do cromossomo e sdo indistinguiveis entre si (90). Os camundongos que
herdaram duas copias do alelo mutante Ahl (homozigotos) apresentam perda auditiva
precoce, assim como maior alteracdo dos limiares auditivos apds a exposi¢do ao ruido
quando comparados aos camundongos com uma ou duas copias do alelo Ahl selvagem.
Assim, a sensibilidade ao ruido do camundongo C57BL/6J apresenta um trago recessivo
que ¢ cossegregado juntamente com o Ahl. A base genética desses fenotipos € um
polimorfismo A753G no exon 7 da CDH23 (91)(53). A alteragdo na adesdao ou reducao
da estabilidade da CDH23 pode conferir susceptibilidade a perda auditiva pela idade e a

PAIR.
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O célcio intracelular ¢ uma importante molécula sinalizadora que regula a
liberacdo de neurotransmissores pela célula ciliada interna. O célcio também ¢
importante para manter as integracdes entre a CDH23 e a PCDHI15, as quais sdo
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 célcio ¢ claramente
importante no desenvolvimento da PAIR. Os defeitos na PMCA?2 afetam diretamente as
interacdes entre CDH23 e PCDHI15, a subsequente transdu¢ao mecanica e sensorial do
estereocilios e a liberagdo de neurotransmissores pelas células ciliadas internas. Dessa
forma, a inativagao das mutacdes na ATP2B2 resultam em surdez ¢ disfuncao vestibular
no camundongo de mutacdo espontanea deaf waddler (dfw) e no camundongo com
delegdo especifica para ATP2B2 (92)(93). A expressdo fenotipica do mutante recessivo
com surdez (dfw) inativa a PMCA2 (94). Enquanto os homozigotos dfw/dfw sdo
surdos, os heterozigotos +/dfw apresentam audi¢do normal ou perda auditiva de inicio
precoce e rapidamente progressiva, dependendo do locus no cromossomo 10
modificado no modified deaf waddler (mdfw). Estudos genéticos e funcionais revelaram
como o mdfw ¢ alélico para Ahl (95). A identificagio do CDH23 como gene
modificador do mdfw ¢ o primeiro exemplo de um gene modificador de surdez em
camundongos e uma interessante demonstragao 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 fenotipos extremos.
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Além do papel critico da interagdo entre CDH23 e PCDHIS5, o célcio ¢ também
importante para a sinalizagdo intracelular. O receptor de potencial transiente vaniloide
do tipo 4 (transient receptor potential vanilloid 4 - TRPV4) ¢ um canal catidénico
permeavel ao célcio que funciona como um receptor osmossensorial e
mecanossensorial. Na coclea de camundongos, o TRPV4 ¢ expresso nas células ciliadas
internas e externas e nos neurénios do ganglio espiral (96). O TRPV4 ¢ responsavel
pelo influxo de calcio nas células ciliadas externas induzido pela estimulagdo
hipotonica. Camundongos knockout TRPV4 apresentam tanto morfologia coclear
(6rgao de Corti, neuronios do ganglio espiral e estria vascular) como fun¢do 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 ap6s 4 horas de exposic¢ao ao ruido com 128 dB (96).

Tem sido demonstrado que a exposi¢do ao ruido gera uma maior producao de
peroxido de hidrogénio na mitocdndria e um desequilibrio na redugdo oxidativa e na
liberagdo do citocromo c, o qual desencadeia uma cascata de apoptose e resulta em
morte celular (97). O acumulo e a propaga¢do de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio geram dano em um ampla area do 6rgao de Corti, nas células do
ganglio espiral e na estria vascular (98)(76). A ligacdao entre o ruido e o aumento da
expressao de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio foi fortalecida através da
demonstragdo dos efeitos protetores de “limpadores” de radicais livres, como vitamina
E, 4cido ascorbico, d-metionina, n-acetilcisteina e a coenzima Q que mimetiza a

idebenona (99).
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O metabolismo do superdxido e dos derivados de peroxidos necessita de um
efeito combinado de catalase, SOD e enzimas dos sistemas antioxidantes de glutationa,
glutaredoxina e tioredoxina. A reducao da atividade de qualquer um desses
componentes pode gerar o comprometimento da capacidade antioxidante e o aumento
do dano gerado pelas espécies reativas de oxigé€nio/nitrogénio. A eliminagao parcial ou
completa do SOD citoso6lico (Cu, Zn-SOD, SOD1) em camundongos gera um discreto
aumento nos limiares auditivos basais e maior sensibilidade ao ruido (100) (101).
Entretanto, sobreexpressdo do SODI1 em camundongos transgénicos, administracdo
intracoclear do gene ou inje¢do intraperitonial da proteina purificada ndo oferecem
protecao adicional contra ruido, ototoxicidade ou envelhecimento (102)(103)(104). Em
comparacao ao SODI1, o SOD mitocondrial (Mn-SOD, SOD2) pode exercer um papel
importante. Os camundongos knockout Sod2 - / - morrem dentro das primeiras 2
semanas de vida, enquanto os camundongos Sod2 + / - parecem nao apresentar
alteracdes (105) e possuem audicao normal na idade jovem (106). A sobreexpressao de
SOD2 ndo protege a audi¢do e as células ciliadas de forma efetiva pela ototoxicidade
por aminoglicosideos (102). 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 ap6s o ruido.

O sistema da glutationa exerce um papel central nos mecanismos antioxidantes
intrinsecos. A glutationa ¢ um tripeptideo composto de glutamato-cisteina-glicina em
que um unico grupo — SH da cisteina residual atua como receptor ¢ doador de elétrons.
Os camundongos com auséncia da GPX1 apresentam elevados limiares auditivos e sdo

mais susceptiveis ao ruido (76)(107). As glutationas peroxidases (codificadas pela
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GPX1-6) utilizam a glutationa reduzida (GSH) como um doador de elétrons para
reduzir o peréxido de hidrogénio em agua ou reduzir o hidroxiperdxido 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 acdo da glutationa S-transferase (GST) ou reagir com
componentes eletrofilicos de forma ndo enzimatica. De fato, a conjugacdo da glutationa
apresenta um aspecto essencial tanto para o metabolismo normal como para o
xenobiotico. A formagao da proteina-S-SG dissulfidica, conjugagao da glutationa e da
excre¢ao da GSSG, pode reduzir a disponibilidade de GSH e aumentar a demanda para
restabelecer a capacidade antioxidante (108). Um baixo nivel de glutationa pode gerar

células mais susceptiveis ao estresse oxidativo.

O fator de transcricdo de choque térmico (heat shock transcription factor
-HSFI) é um importante fator de transcricdo que controla a resposta induzida pelo
estresse, protegendo as células e os tecidos de diversos estresses celulares e ambientais
(109). Essa resposta, conhecida por reposta de choque térmico, tem sido conservada
durante a evolucao, desde as bactérias até os humanos. Os 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 sdo conhecidos por ativar a resposta de choque
térmico na coclea e proteger de um subsequente trauma sonoro (60) (110). Os
camundongos com auséncia do HSF1 (Hsfl knockouts) sdo frequentemente mais

sensiveis a estressores, especialmente no sistema auditivo. O camundongo Hsfl -/ - ¢
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viavel (111) e apresenta limiares auditivos normais (110) (112). Entretanto a reposta do
tipo selvagem a um ruido leve produz somente uma perda auditiva temporaria, o
camundongo Hsfl - / - apresenta uma maior perda auditiva e de células ciliadas externas
(112). Durante o estresse térmico, seja por choque térmico do corpo inteiro (110) ou por
hipertermia localizada (60), tem sido demostrado um aumento da expressdo 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 expressdo de
moléculas que parecem ser importantes para o desenvolvimento da PAIR em linhagens
de camundongos consanguineos (113). Foram avaliados os camundongos B6.CAST,
129X1/Sv] e 129S1/SvimlJ. 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 regulagdo de
fatores de transcricdo tanto no camundongo suscetivel quanto no camundongo
resistente. Entretanto, uma significativa redugdo 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 ¢ HSP40, GADDA45-beta e
Cip1 nos camundongos da linhagem 129, sendo confirmado a nivel proteico. Ja que a
funcdo dessas proteinas inclui um importante papel como potente rota celular
antiapoptotica, a sua upregulation poderia contribuir para a prote¢do do camundongo

resistente ao desenvolvimento da PAIR (113).
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Foram realizados estudos sobre a proteina de ligagdo a acidos graxos (fatty acid-
binding protein 3 - Fabp3) e a sua relacdo com a exposi¢ao ao ruido. A Fabp3 ¢ uma
proteina de transporte intracelular de lipideos que tem papel na mediagdo do
metabolismo energético. A Fabp3 ¢ expressa nos neuronios do ganglio espiral e nas
células de suporte do orgdo de Corti. Entretanto, ndo estd claro o papel da Fabp3 na
coclea. 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 relagdo a
vulnerabilidade da exposi¢do ao ruido. Esses resultados demonstram que a deficiéncia

isolada da Fabp3 nao afeta a fungao auditiva (114).

Foram realizados estudos comparados sobre a linhagem de camundongo CBA/
CaJ 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 padrdes semelhantes a linhagem CBA/Cal
(115). 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 fendtipo auditivo semelhante ao
CBA/Cal. Foi demonstrado que a linhagem FVB/NJ desenvolve o fendtipo de perda
auditiva relacionada a idade mais precoce que o CBA/Cal. Além disso, camundongos
jovens de FVB/NJ sao 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.
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Foi estudado o fator de transcricdo LIM (Isl1) em fungdo do seu papel critico na
orelha interna. Na orelha interna de camundongos, o Isll € expresso na regido do
otocisto, em células ciliadas jovens e nas células de suporte. Nao ¢ expresso em células
ciliadas auditivas no periodo pos-natal. Para avaliar a expressao continuada do Isll em
células ciliadas no periodo pds-natal e descobrir como afeta o desenvolvimento celular e
a funcdo coclear, foi criado um modelo de camundongo transgénico. O Pouf4f3
promoveu uma sobreexpressao do Isll de forma especifica nas células ciliadas. As
células ciliadas com sobreexpressdao de Isll se desenvolvem normalmente, o que foi
confirmado por morfologia e fungdo coclear (potenciais evocados auditivos e emissoes
otoacusticas). 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, trago de perda auditiva relacionada a idade na
linhagem com origem (C57BL/6J). Em contraste, o camundongo transgénico Isll
demonstrou significativamente uma menor elevagdo dos limiares auditivos e maior
sobrevivéncia de células ciliadas. Além disso, a sobreexpressdo do Isll protegeu o
ouvido da PAIR. Tanto as alteracdes dos potenciais evocados quanto a morte de células
ciliadas externas foram significativamente menores em comparacdo 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 expressdao do Isll de forma
especifica nas células ciliadas pode promover uma maior sobrevivéncia celular e
minimizar a perda auditiva que normalmente ocorre com o envelhecimento e a

exposicao ao ruido intenso (4).
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Foi estudada a deficiéncia do gene MYHI14 na susceptibilidade a PAIR em
camundongos CBA/Cal. Foi utilizada tecnologia CRISPR / Cas9 para estabelecer uma
linhagem de camundongos knockout Myhl4 - / - e esclarecer o papel do MYH14 na
coclea e na PAIR. Foi caracterizado que os camundongos Myh14 -/ - ndo apresentaram
perda auditiva significativa até os cinco meses de idade. Além disso, os animais Myh14
- / - foram mais vulneraveis ao ruido de alta intensidade em compara¢do aos animais
controle na avaliagdo eletrofisiologia auditiva (ABR). Apds trauma acustico foi
observada perda mais significativa de células ciliadas externas em camundongos Myh14
- / - do que em controles do tipo selvagem. Esses resultados sugerem que Myh14 pode
desempenhar um papel benéfico na protecao da codclea apos superestimulacao acustica

em camundongos CBA / CaJ (116).

Foi explorada a associagdo entre Conexina 26 e PAIR, estabelecendo um modelo
de camundongo Cx26 knockdown (KD), através de engenharia molecular, atenuando a
funcdo desse gene apds o nascimento. Camundongos Conexina26 nulos ja nascem
surdos e ndo sdo apropriados para estudo em PAIR. Apds knockdown condicional da
Conexina26 no 180 dia pos-natal e, foram medidos os limiares auditivos e as alteragdes
morfoldgicas nesses camundongos com e sem exposi¢do ao ruido. Os camundongos
Cx26 KD nao apresentaram perda auditiva substancial e degeneracdo das células
ciliadas antes do ruido. Apds trauma acustico, os camundongos Cx26 KD sofreram
maior perda auditiva e ndo tiveram recuperagdo auditiva. Também foi observada uma
extensa perda de cé€lulas ciliadas externas e destruicdo mais severa do 6rgdo basal de

Corti em camundongos Cx26 KD apds a exposi¢do ao ruido. Esses dados indicam que a
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expressdo reduzida de Cx26 na coclea pode aumentar a suscetibilidade a perda auditiva

induzida por ruido e facilitar a degeneracgao celular no 6rgao de Corti (117)

Um estudo em camundongos avaliou o gene NRF2 na protecao coclear apds
danos induzidos por ruido. Foram testados camundongos NRF2 - / - ap6s exposi¢cdo ao
ruido, sendo verificadas mudancas dos seus limiares auditivos significativamente
maiores em comparacdo com camundongos do tipo selvagem. O tratamento com
CDDO-Im, um potente medicamento ativador de NRF2, antes, mas ndo apds a
exposi¢do ao ruido, preservou a integridade das células ciliadas e melhorou os niveis
auditivos pos-exposi¢cao em camundongos do tipo selvagem, mas ndo nos camundongos
Nrf2 - / -. Portanto, a ativacdo de NRF2 demonstrou-se eficaz para a prevencdo de
PAIR. Assim, a alta atividade de NRF2 pareceu ser vantajosa para a protecao coclear de
lesdes induzidas por ruido, sendo o NRF2 um alvo promissor para a prevencao de PAIR

(118).

Foi também estudado o papel da isoforma 2 da quinase regulada por sinal
extracelular (ERK2) na PAIR. As quinases reguladas por sinal extracelular sio membros
da familia de proteinas quinases ativadas por mitogénio (MAPKs) e regulam
coordenadamente uma infinidade de processos celulares. Em resposta a uma variedade
de estimulos extracelulares, a fosforilacdo dos residuos de treonina e tirosina ativa a
ERK. Demonstrou-se que a ERK2 desempenha um papel importante na regulagao da
sobrevivéncia das células ciliadas e na PAIR em camundongos (C57BL/6J).
Camundongos knockout condicionais deficientes de ERK2 nas células ciliadas da
orelha interna apresentaram audi¢do comparavel aos controles e ndo exibiram perda de

células ciliadas em condi¢des normais. No entanto esses camundongos knockout foram
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mais vulneraveis a ruidos e apresentaram recuperagdo atenuada na PAIR em
comparacao aos camundongos controle. Além disso, observou-se uma taxa de sobrevida
significativamente menor das células ciliadas internas nesses camundongos, em
comparacao aos controles. Esse resultado indicou que o ERK2 pode desempenhar papel

importantes na sobrevivéncia das células ciliadas na PAIR (119).

Em 2015 Lavinsky et al realizaram um GWAS com camundongos transgénicos
na busca de genes envolvidos na perda auditiva induzida por ruido. O gene Nox3 foi
critico no o desenvolvimento da PAIR. Foram utilizados animais do HMDP, e
protocolos de exposi¢do ao ruido e aferi¢do da audicao rigidos. Verificou-se um pico
significativo para PAIR no cromossomo 17, dentro de um bloco de haplotipos

especificos, apds exposicao ao estimulo de 8 kHz tone burst (120).

Esse pico significativo foi localizado em regido préxima ao gene Nox3,
levantando a hipotese de sua associagdo direta na PAIR. Para comprovagao, através de
engenharia genética, foram criados camundongos Nox3 mutantes e heterozigotos. Esses
camundongos foram submetidos a protocolos de exposicdo ao ruido com PEATE e
EOA-PD, possuindo grande susceptibilidade para PAIR especialmente em 8KHz. Na
avaliacdo histologica de suas cocleas e através de imunofluroscencia foram visualizadas
alteragdes especificas nas fendas sinapticas da coclea, especificamente na tonotopia de
8KHz. Esse GWAS definiu que a susceptibilidade genética esta distribuida
tonotopicamente na coclea. Além disso, foi o primeiro gene da perda auditiva induzida

pelo ruido descrito na literatura mundial utilizando GWAS com camundongos (120).
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3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O avango nas pesquisas da genética da perda auditiva foi consideravel
principalmente na ultima década. Com o sucesso da utilizagdo de modelos animais no
estudo da PAIR, principalmente camundongos de linhagens endogamicas, a descoberta
de genes candidatos ¢ cada vez maior. Nesse interim surge a necessidade de busca de

outros fendtipos ainda nao explorados.

A utiliza¢ao dos Potenciais Evocados de Tronco Encefalico para avaliagdo do
limiar auditivo consagrou-se nos estudos de PAIR. Porém existem outras formas de
estimar os limiares auditivos, sendo o caso das Emissdes Otoacusticas por Produtos de
Distor¢do (EOPD). Essa metodologia avalia especificamente a fungdo das células

ciliadas externas, que sdo acometidas precocemente na PAIR.

Buscando unir as experiéncias dos estudos prévios com camundongos na PAIR,
nesse estudo pretendemos realizar um Estudo de Associacdo do Genoma Inteiro
utilizando protocolos rigidos de exposi¢do ao ruido em camundongos previamente

genotipados do Hybrid Mice Diversity Panel.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Mapear genes relacionados a perda auditiva induzida por ruido através de
Emissoes otoacusticas por produtos de distor¢ao através de um estudo de associacao do

genoma inteiro utilizando o Hybrid Mice Diversity Panel (HDMP).
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a expressao coclear dos genes candidatos (eQTLs).

- Disponibilizar publicamente a informacdo dos genes candidatos ao fenotipo estudado.

- Correlacionar os dados encontrados no estudo com dados disponiveis na literatura

referentes a genética da PAIR.
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5. ARTIGO EM LINGUA INGLESA
Noise Exposure and Distortion Product Otoacoustic
Emission Suprathreshold Amplitudes: A Genome-

Wide Association Study

Abstract

Although several candidate-gene association studies have been conducted to investigate noise-
induced hearing loss (NIHL) in humans, most are underpowered, unreplicated and account for
only a fraction of the genetic risk. Mouse genome-wide association studies (GWASs) have
revolutionized the field of genetics and have led to the discovery of hundreds of genes involved
in complex traits. The Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP) is a collection of classic inbred
and recombinant inbred strains whose genomes have been either genotyped at high resolution
or sequenced. To further investigate the genetics of NIHL, we report the first GWAS based on

distortion product otoacoustic emission (DPOAE) measurements and the HMDP.

A total of 102 strains (n = 635) from the HMDP were evaluated based on DPOAE
suprathreshold amplitudes before and after noise exposure. DPOAE amplitude variation was
set at 60 dB and 70 dB SPL of the primary tones for each frequency separately (8, 11.3, 16,
22.6, and 32 kHz). These values provided an indirect assessment of outer hair cell integrity.
Six-week-old mice were exposed for 2 hours to 10 kHz octave-band noise at 108 dB SPL. To

perform local expression quantitative trait locus (eQTL) analysis, gene expression microarray
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profiles were generated using cochlear RNA from 64 hybrid mouse strains (n = 3 arrays per

strain).

Several new loci were identified and positional candidate genes associated with NIHL were
prioritized, especially after noise exposure (1 locus at baseline and 5 loci after exposure). A
total of 35 candidate genes in these 6 loci were identified with at least 1 probe whose
expression was regulated by a significant cis-eQTL in the cochlea. After careful analysis of the
candidate genes based on cochlear gene expression, 2 candidate genes were prioritized: Eyal

(baseline) and Efr3a (post-exposure).

For the first time, an association analysis with correction for population structure was used to
map several loci for hearing traits in inbred strains of mice based on DPOAE suprathreshold
amplitudes before and after noise exposure. Our results identified a number of novel loci and
candidate genes for susceptibility to NIHL, especially the Eyal and Efr3a genes. Our findings

validate the power of the HMDP for detecting NIHL susceptibility genes.

Introduction

According to the Centers for Disease Control, up to 25% of the U.S. adult population
may develop noise-induced hearing loss (NIHL) [Kujawa & Liberman, 2009; Liberman, 2017].
In addition to human injury, NIHL generates a considerable economic impact. An estimated
$1.2 billion are spent annually in the United States on disability compensation for NIHL

[Yankaskas, 2013].

There is evidence for a genetic contribution to NIHL. A study evaluating the genetic
component of NIHL in twins showed an approximately 36% contribution of inheritance to this

condition [Heinonen-Guzejev et al., 2004] . Elucidating specific genetic effects is critical to



71

understanding complex diseases such as NIHL. Although some studies of gene-environment
interactions in human hearing loss have been conducted, only a few of them have been

replicated to date [Lavinsky et al., 2015].

A major difficulty in human studies is the inability to control or quantify environmental
exposures consistently, which results in a lack of well-characterized and well-monitored
populations for study. This is notably the case of NIHL, for which only a few ill-designed and
poorly characterized studies have been published [Lavinsky et al., 2015]. For this reason, many

researchers are turning to animal model organisms.

The study of hearing loss in mouse models appears to be a valid method, since the
mouse inner ear is structurally similar to the human inner ear and their genetic material is
homologous to a considerable extent. This can create an identical environment that avoids
confounding factors and allows analysis through a genome-wide association study (GWAS)

using inbred mouse lines from the Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP).

Studies evaluating NIHL in mice have characterized different susceptibility genes for
NIHL using different methods [Sliwinska-Kowalska & Pawelczyk, 2013]. An example is the
identification that some mouse strains (C57BL/6J) are more susceptible to noise than others
[Erway et al., 1996]. Knockout mice tested by auditory brainstem response (ABR) with
targeted mutation of SOD1~/~ [Ohlemiller et al., 1999], GPX1~/~ [Ohlemiller et al., 2000], and
PMCA2~~ [Kozel et al., 2002] were more sensitive to noise than their wild-type littermates.
CDH23+~ mice were also characterized as more susceptible to noise [Holme & Steel, 2004],

with their auditory function tested by measuring compound action potential (CAP) thresholds.
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Lavinsky et al. (2015), in a GWAS with correction for population structure, described
for the first time the mapping of several susceptibility loci for NIHL in inbred mouse strains
using ABR. The analysis revealed a genome-wide significant peak on chromosome 17 within a
haplotype block containing NADPH oxidase-3 (Nox3), providing evidence to support its role in
susceptibility to NIHL. In addition, frequency-specific genetic susceptibility to hearing loss

after noise exposure was demonstrated within the mouse cochlea [Lavinsky et al., 2015].

Based on what has already been discovered, this study aimed to investigate other
auditory phenotypes using a different method of auditory assessment, the distortion product
otoacoustic emission (DPOAE) suprathreshold amplitude. This method indirectly assesses the

outer hair cells, which are affected both before and after noise exposure.

Materials and Methods

Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP)

A detailed description of the HMDP (strain selection, statistical power, and mapping
resolution) is provided by Bennett et al. (2010). Four 4-week-old female mice of each HMDP
strain were purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Only female mice were
tested to avoid potential confounding effects of sex. The mice were allowed to acclimate to a
common environment for 1 week (until 5 weeks of age). We used 5-week-old mice to minimize
potential effects of age-related hearing loss that could contribute to our phenotype. All mice

were fed a standard chow diet until sacrifice.
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Genotyping

Classic inbred and recombinant inbred strains were previously genotyped by the Broad
Institute (www.mousehapmap.org). Of the 140,000 single-nucleotide polymorphisms (SNPs)

available, 108,064 were informative and used in the association analysis.

Noise Exposure Protocol

Using a method adapted from Kujawa and Liberman (2009), at 5 weeks of age, mice
were exposed for 2 hours to 10 kHz octave-band noise (OBN) at 108 dB SPL. The noise
exposure protocol was previously described by White et al. (2009). The cage was arranged in a
soundproof chamber (MAC-1) created by Industrial Acoustics (IAC, Bronx, NY). The sound
chamber was lined with soundproofing acoustic foam. Noise recordings were performed with a
speaker (Fostex FT17H Tweeter) built on the top of the sound chamber. Harmful noise was
calibrated with a B&K sound level meter, with a variation of 1.5 dB across the cage. The mice
were placed in a circular exposure cage with 4 compartments and, for 2 hours, they were

allowed to move around within the compartment. Testing involved the right ear only.

Determination of DPOAE Suprathreshold Amplitudes

DPOAEs were analyzed as input/output functions at 2f1-f2 (primary measure). The
primary tones were set at a ratio of f2/f1 = 1.2, with {2 ranging from 8 to 32 kHz (f2 level
adjusted at 10 dB lower than f1 level) and L2 ranging from 60 to 70 dB. The noise level was
calculated as the average of 6 spectral points (above and below 2f1-f2). Both waveform and
spectral mean DPOAEs were then extracted. The L2 level required to produce 0 dB SPL with

signal-to-noise ratio (SNR) was 3 dB. DPOAE amplitude variation was set at 60 dB and 70 dB
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SPL of the primary tones for each frequency separately. These values provided an indirect

assessment of outer hair cell integrity.

Results

Genome-Wide Association Analysis of NIHL Reveals Frequency-

Specific Genetic Susceptibility

The efficient mixed-model association (EMMA) algorithm was applied to each
phenotype separately to identify genetic associations for the 6 tone-burst stimuli [Kang et al.,
2008]. Adjusted association p-values were calculated for the 108,064 SNPs with minor allele
frequency > 5% (p < 0.05 genome-wide equivalent for genome-wide association using EMMA
in the HMDP is p = 4.1 x 10-¢, —logl0p = 5.39). At this threshold, genome-wide significant
associations were identified on chromosome 1 at baseline and on chromosomes 2, 3, 15, and 16

after noise exposure.

GWAS and DPOAE Suprathreshold Amplitudes at Each

Frequency Tested

An association analysis was performed for each phenotype separately in order to
identify genetic associations. A GWAS was performed both at baseline (Figure 1A) and after
noise exposure (Figure 1B, 1C, 1D, and 1E) to identify NIHL-associated loci at the various

frequencies tested.



75

Association Analysis and Regional Plots

At baseline, a DPOAE association exceeding the genome-wide significance threshold
was identified on chromosome 1 (Figure 2A). After exposure, the associations were statistically
significant on chromosome 2 (Figure 2B and 2C), chromosome 15 (Figure 2D), chromosome

16 (Figure 2E), and chromosome 3 (Figure 2F).

Prioritizing Our Candidate Genes

Our cochlear expression data allowed us to analyze all 144 candidate genes in each
association interval. Genes were identified within each of the intervals regulated by a local
expression quantitative trait locus (eQTL). In order to perform eQTL analysis, gene expression
microarray profiles were generated using cochlear RNA from 64 hybrid mouse strains (n = 3
arrays per strain). Subsequently, EMMA was used to perform an association analysis between
all SNPs and array probes mapping within each region. After excluding the probes that
overlapped SNPs present among the classic inbred strains used in the HMDP, as described in

the methods, 18,138 genes were represented by at least 1 probe.

Loci in which peak SNPs mapped within 2 Mb of the gene whose expression was
regulated were considered “local” or cis-acting eQTLs, while SNPs mapped elsewhere were
considered “distal” and presumably trans-acting eQTLs. The significant p-value cutoff (p=1 x
10-6) was calculated for local and distal associations. These genes were prioritized based on

whether they were regulated by a local eQTL.
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A total of 35 genes in the 6 identified loci had at least 1 probe whose expression was

regulated by a significant cis-eQTL in the cochlea (Table 1). The functions of candidate genes

and associated diseases are shown in Table 2.
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Figure 1: Manhattan Plots: DPOAE GWAS Association peaks (-log10) of p-values (-log10p)
for 32 kHz - 70 dB (1a) before noise exposure and 8 kHz - 70 dB (1b), 11.3 kHz - 70 dB (1¢),
16 kHz - 60 dB (1d), and 32 kHz - 70 dB (1e) after noise exposure (HMDP inbred strains).
Analysis was performed using approximately 200,000 SNPs with minor allele frequency > 5%.
Each chromosome is plotted on the x-axis in alternating brown and blue colors.
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Figure 2. Association peak centered on the lead SNP for 32 kHz - 70 dB (2a) before noise
exposure and 8 kHz - 70 dB (2b and 2c¢), 11.3 kHz - 70 dB (2d), 16 kHz - 60 dB (2e), and 23
kHz - 70 dB (2f) after noise exposure (HMDP inbred strains). The blue diamond represents the
most significant SNP. Other SNPs are colored based on their linkage disequilibrium (LD), as
follows: red SNPs in LD at r2> 0.8, orange SNPs in LD at 2> 0.6, and green SNPs in LD at r2
> (0.4. The positions of all RefSeq genes are plotted using genomic sites (NCBI Build 37).



78

Discussion

This study evaluated pre- and post-noise exposure auditory variation in mice by means
of genome-wide association analysis using the HMDP and DPOAE suprathreshold amplitudes.
The HMDP has been previously used successfully in the genomic mapping of blood cell traits
in mice [Davis et al., 2013], in genomic association and systems genetics in mice by identifying
Asxl2 as a regulator of bone mineral density and osteoclastogenesis [Farber et al., 2011], in the
genetic regulation of atherosclerotic plaque size and morphology in the innominate artery of
hyperlipidemic mice [Bennett et al., 2009], in the identification of gene networks associated
with conditional fear in mice using a systems genetics approach [Park et al., 2011], in the
genetic control of obesity and gut microbiota composition in response to high-fat, high-sucrose
diet in mice [Parks et al., 2013], in the identification of Nox3 as a critical gene for susceptibility
to NIHL [Lavinsky et al., 2015], and in diabetes [Parks et al., 2013] and heart failure [Rau et
al., 2015]. In many of these studies, including the present GWAS, the use of modified mouse
models allowed the genes in the identified loci to be validated as the causal genes, and several

of them matched loci identified in human GWASSs.

The present GWAS generated significant associations in 1 region at baseline and in 5
separate regions after exposure to noise, resulting in 144 candidate genes of which 35 in these 6
loci were identified with at least 1 probe whose expression was regulated by a significant cis-
eQTL in the cochlea. After careful analysis of the candidate genes based on cochlear gene
expression and after a review of the current literature, 2 main candidate genes were prioritized:

Eyal (baseline) and Efr3a (post-exposure).
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Table 1. Association peaks of candidate genes within cis-regulated eQTLs in the cochlea.

atx Start, location of transcription (NCBI Build 37 genome assembly) start.

Gene RefSeq Chr txStart (bp)a  txEnd (bp)® Local eQTL P
Xkr9 ILMN_3159558 1 13668771 13701723 1.79E-01
Eyal ILMN_2638487 1 14168954 14310200 6.26E-03
Msc ILMN_2769777 1 14753346 14755966 2.50E-04
Mapkbp1 ILMN_2873793 2 119972699 120027408 3.77E-02
Pla2g4d ILMN_3156124 2 120265595 120289197 4.79E-02
Ltk ILMN_1219860 2 119751320 119760431 6.37E-02
Rpap1 ILMN_2602151 2 119763304 119787537 1.65E-02
Pla2g4f ILMN_2727722 2 120299957 120314165 1.03E-03
Vps39 ILMN_3129752 2 120316461 120353137 1.52E-02
Tmem87a ILMN_2969172 2 120355312 120404113 1.57E-02
Ganc ILMN_2791355 2 120403896 120461700 1.85E-01
Zfp106 ILMN_2482427 2 120506820 120563843 2.30E-01
Tgm5 ILMN_2690147 2 121046111 121085841 3.14E-01
Ccndbp1 ILMN_1240178 2 121008403 121016904 3.18E-01
Adal ILMN_1242772 2 121140428 121156680 3.35E-01
Trp53bp1 ILMN_1243753 2 121193281 121271407 3.80E-02
Tubgcp4 ILMN_1257622 2 121170654 121198770 3.82E-01
Adcy8 ILMN_2607127 15 64699042 64922296 3.79E-01
Olig1 ILMN_2760105 16 91269769 91271939 2.14E-06
Ifnar2 ILMN_2598703 16 91485238 91507441 6.66E-07
Gpr89 ILMN_2953098 3 96868281 96905346 3.07E-02
Cd160 ILMN_2707181 3 96798763 96829351 1.49E-02
Fmo5 ILMN_1230890 3 97628804 97655282 3.52E-01
Chd1l ILMN_2986172 3 97560742 97610203 1.57E-02
Pded4dip ILMN_3064283 3 97689824 97888707 4.00E-01
Ankrd34a ILMN_3020599 3 96596636 96599775 6.43E-02
Rbm8a ILMN_1252850 3 96629928 96633779 6.80E-02
Pex11b ILMN_1258372 3 96635376 96653101 1.64E-01
Sv2a ILMN_1213495 3 96181151 96195521 3.01E-01
Mtmril ILMN_2676662 3 96162004 96171718 3.77E-01
Hist2h2ac ILMN_1218380 3 96220361 96220880 4.10E-01
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Hist2h2be ILMN_1231066 3 96221121 96223738 9.24E-03
Prpf3 ILMN_2941430 3 95830124 95855885 5.17E-02
BC028528 ILMN_2656422 3 95883954 95892005 2.21E-01
Aphla ILMN_1232821 3 95893969 95898288 3.09E-02

atx Start, location of transcription (NCBI Build 37 genome assembly) start.
btxEnd, location of transcription (NCBI Build 37 genome assembly) end.
cStatistically significant p-value < E-06 (Bonferroni corrected for the number of probes tested).

The Eyal gene, which was present with a significant association peak at baseline at 32
kHz - 70 dB intensity, is a gene-encoding protein that acts on other genes, thus being
considered a transcription factor. It is interesting to note that the so-far identified functions of
Eyal correlate with certain forms of genetic hearing loss in humans and normal cochlear
development [Xu et al., 2017]. The Eyal protein interacts with several other proteins by
activating and inactivating genes that are important for normal development. Key roles include
the development of the second branchial arch, which gives rise to the tissues of the neck, eyes,

ears, and kidneys [Kochhar et al., 2007].

The Eyal gene has grown in prominence with the discovery of its expression in
mammalian cochlear stem cells. A population of Eyal-expressing progenitor cells capable of
differentiating into hair cells, characterization of this cell population (Eyal-positive) provided a

new cellular source with potential for cochlear repair and regeneration [Xu et al., 2017].

Furthermore, Eyal gene mutations are the most common cause of the branchio-oto-

renal (BOR) syndrome. More than 80 pathogenic mutations were identified in Eyal in different
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Table 2. Biological processes and phenotypes associated with cis-eQTL candidate genes.

Retrieved from ensembl.org. Copyright 2020.

Gene
Xkr9
Eyal

Msc

Mapkbp1

Pla2g4d
Ltk
Rpap1
Pla2g4f

Vps39

Tmem87
a

Ganc
Zfp106
Tgm5
Ccndbp1
Adal
Trp53bp1

Tubgcp4

Adcy8

Olig1
Ifnar2

Gpr89

Cd160

Chr
1

N

N NN NN

N N N N NN

N

15

16
16

Biological process
Apoptosis

Kidney, eye, and ear development

Regulation of transcription by RNA
polymerase I

Negative regulation of interleukin-8 produc-
tion

Glycerophospholipid catabolic process
Signal transduction

Transcription by RNA polymerase Il

Phospholipid metabolic process

Late endosome to lysosome transport

Carbohydrate metabolic process

Peptide cross-linking
Regulation of cell cycle
Nucleotide metabolic process

DNA damage checkpoint

Cytoplasmic microtubule organization

Adenylate cyclase-activating G protein-cou-
pled receptor signaling pathway

Regulation of transcription, DNA-templated

Cell surface receptor signaling pathway

lon transmembrane transport

Regulation of adaptive immune response

Phenotype
Prostatic neoplasms

Branchio-oto-renal syndrome

Adolescent idiopathic scoliosis;
Alzheimer disease

Nephronophthisis

Type 2 diabetes

Stroke

Breast neoplasms;
Schizophrenia

Stroke

Amyotrophic lateral sclerosis
Peeling skin syndrome
Thrombocytopenia

Thymus hypoplasia
Autosomal recessive choriore-

tinopathy-microcephaly syn-
drome

Chronic kidney disease; myo-
cardial infarction

Albuminuria

Immunodeficiency

Autism spectrum disorder;
Schizophrenia

Schizophrenia
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Fmo5

Chd1l

Pde4dip

An-
krd34a

Rbm8a

Pex11b

Sv2a

Mtmrill

Hist2h2a
c

Hist2h2-
be

Prpf3
BC02852
8

Aphla

Oxidation-reduction process

Nucleotide-excision repair, preincision com-
plex assembly

Cellular protein-containing complex assem-
bly; regulation of Golgi organization

RNA processing

Peroxisome proliferation

Chemical synaptic transmission; regulation
of gamma-aminobutyric acid secretion; cel-
lular calcium ion homeostasis

Phosphatidylinositol dephosphorylation

DNA binding

Antibacterial humoral response; negative
regulation of tumor necrosis factor-media-
ted signaling pathway

RNA binding

Notch receptor processing; beta-amyloid
precursor protein

Autism spectrum disorder; ch-
romosome 1g21.1 deletion
syndrome

Congenital anomalies of kidney
and urinary tract; type 2 diabe-
tes

Breast, central nervous system,
gastrointestinal, and skin tu-
mors

Thrombocytopenia-absent ra-
dius syndrome

Peroxisome biogenesis disor-
der; neonatal adrenoleukodys-
trophy; infantile refsum disease

Seizures

Adolescent idiopathic scoliosis

Retinitis pigmentosa

Bipolar disorder; schizophrenia

supporting cells, and ganglion cells after hair cell ablation up to 1 week of age was identified in

mice. The identification of cochlear regeneration after birth in mammals and the populations
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[Zhang et al., 2004]. BOR syndrome is a rare autosomal dominant disorder characterized by
sensorineural, mixed, or conductive hearing loss, branchial fistulas or cysts, preauricular pits,

ear malformations, and renal anomalies.

Another important correlation was the confirmation that the inactivation of Eyal and
SixI in mice results in a significant alteration in ear development owing to an early interruption
of development at the otocyst stage [Zheng et al., 2003]. Another robust evidence was the
discovery of the involvement of Eyal/Six! in hair cell development and their coexpression in
mouse cochlear explants. Expression of these genes was sufficient to induce hair cell fate in the
nonsensory epithelium expressing low-level Sox2 by activating not only Afohl-dependent but
also Atohl-independent pathways, and both pathways induce Pou4f3 to promote the

differentiation of hair cells [Ahmed, 2012].

Efr3a is our main candidate gene, which was found at the frequency of 11.3 kHz at 70
dB after noise exposure. It encodes a plasma membrane protein whose insufficiency has been
initially reported to increase the survival of hippocampal neurons in adult mice. This is the first
correlation of the gene with NIHL, which has been further investigated in age-related hearing
loss and ototoxicity. These findings are in agreement with previous studies investigating Efi3a
expression in the auditory neural pathway, which is upregulated soon after hair cell destruction.
The impact of Efr3a insufficiency has also been evaluated by the functional and morphological
comparison of the cochlea between Efir3a-deficient mice and their wild-type littermates. The
present study suggests that Efr3a deficiency is associated with less severe hearing loss after
ototoxic exposure and confirms greater morphological damage to cochlear spiral ganglion

neurons. These beneficial effects of Efrr3a deficiency can be attributed to increased expression



84

of some neurotrophic factors and their receptors, thus suppressing neurodegeneration [Hu et al.,

2017].

Our finding is also consistent with another recent finding from research into age-related
hearing loss that Efr3a deficiency results in better hearing function in senescent mice (at 10 and
12 months of age). It was demonstrated that Efr3a-deficient senescent mice had less severe
degeneration of cochlear spiral ganglion neurons in the basal turn; when degeneration occurred,

it occurred later [Hu et al., 2016].

Moreover, ototoxic injury in mice showed to rapidly induce hair cell loss, resulting in
progressive degeneration of the spiral ganglion 5 days after drug administration. The number of
spiral ganglion cells began to decrease on day 15. Efr3a expression was notably increased in
the spiral ganglion on day 5, decreasing to near normal levels by day 10. This suggests that the
change in Efr3a expression in the spiral ganglion coincides with the time of spiral ganglion
degeneration, which implies that this high Efr3a expression may be important to the onset of

spiral ganglion degeneration after hair cell loss [Nie et al., 2015].

Conclusion

For the first time, an association analysis with correction for population structure was
used to map several loci for hearing traits in inbred strains of mice based on DPOAE
suprathreshold amplitudes before and after noise exposure. Our results identified a number of
novel loci for susceptibility to NIHL. Also, our findings validate the power of the HMDP for

detecting NIHL susceptibility candidate genes.
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6. VERSAO DO ARTIGO EM LINGUA PORTUGUESA
Emissoes Otoacusticas por Produtos de Distorc¢ao e
exposicao ao ruido: um estudo de associacao do

genoma inteiro

Resumo

Embora varios estudos de associagdo de genes candidatos tenham sido conduzidos para
investigar a perda auditiva induzida por ruido (PAIR) em humanos, a maioria tem baixo poder,
ndo sendo replicéveis e definem apenas uma fracao do risco genético. Os estudos de associagdo
do genoma inteiro (Genome Wide Association Study - GWASs) em camundongos
revolucionaram o campo da genética e levaram a descoberta de centenas de genes envolvidos
em fendtipos complexos. O Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP) ¢ uma colegdo de
linhagens consanguineas classicas e recombinantes de camundongos cujos genomas foram
genotipados em alta resolugcdo ou sequenciados. Para investigar melhor a genética da PAIR,
relatamos o primeiro GWAS utilizando avaliagdo do limiar auditivo por Emissdes Otoacustica
por Produto de Distor¢do (EOAPD) em camundongos do HMDP antes € apds a exposicao ao

ruido.

Um total de 102 linhagens (n = 635) do HMDP foram avaliadas com base nas EOAPD em
amplitude supraliminar antes e apos a exposicao ao ruido. A variagdo da amplitude das EOAPD
foi definida em 60 dB e 70 dB NPS dos tons primarios para cada frequéncia separadamente (8,

11,3, 16, 22,6 e 32 kHz). Os resultados das EOAPD forneceram uma avaliagdo indireta da
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integridade das células ciliadas externas da coclea. Camundongos de seis semanas de idade
foram expostos por 2 horas a ruido de oitava de banda de 10 kHz a 108 dB SPL. Para realizar a
analise de locus de -caracteristica quantitativa de expressao local (eQTL), perfis de
microarranjos de expressao génica foram gerados usando RNA coclear de 64 linhagens de

camundongos hibridos (n = 3 matrizes por cepa).

Com base na andlise de associacdo e em nossos dados de expressdo do genes cocleares, varios
novos loci foram identificados e genes candidatos associados com PAIR, especialmente apos a
exposi¢ao ao ruido (1 locus pré exposi¢ao e 5 loci apos a exposi¢cdo). Um total de 35 genes
candidatos nesses 6 loci foram identificados com pelo menos 1 sonda cuja expressdo foi
regulada por um cis-eQTL significativo na coclea. Apds analise cuidadosa dos genes
candidatos com base na expressao do genes cocleares, 2 genes candidatos foram priorizados:

Eyal (pré-exposicao) e Efr3a (pos-exposicao).

Pela primeira vez, uma analise de associacdo com correcdo para estrutura populacional foi
usada para mapear varios loci para caracteristicas auditivas em linhagens consanguineas de
camundongos com base nas EOAPD em amplitude supraliminar antes e apOs a exposicao ao
ruido. Nossos resultados identificaram uma série de novos loci e genes candidatos para
susceptibilidade a PAIR, especialmente os genes Eyal e Efr3a. Nossos resultados validam o

poder do HMDP para detectar genes na susceptibilidade a PAIR.

Introducao

De acordo com o Centers of Desease Control, até 25% da populagao adulta dos Estados
Unidos pode desenvolver perda auditiva induzida por ruido (PAIR) [Kujawa & Liberman,

2009; Liberman, 2017]. Além do prejuizo humano, a PAIR gera um impacto econdmico
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consideravel. Estima-se que US$ 1,2 bilhdo sdo gastos anualmente nos Estados Unidos devido

a PAIR [Yankaskas, 2013].

Existem evidéncias da contribui¢do genética na PAIR. Um estudo avaliando o
componente genético da PAIR em gémeos mostrou uma contribui¢do de aproximadamente
36% da herdabilidade para essa condi¢do [Heinonen-Guzejev et al., 2004]. Elucidar os efeitos
genéticos especificos ¢ fundamental para a compreensdo de doengas complexas como a PAIR.
Embora alguns estudos de interacdes gene-ambiente na perda auditiva humana tenham sido

conduzidos, apenas alguns deles foram replicados at¢ o momento [Lavinsky et al., 2015].

Uma grande dificuldade em estudos com humanos ¢ a incapacidade de controlar ou
quantificar a exposi¢do ambiental a determinado fator de forma consistente, o que resulta na
falta de populagdes bem caracterizadas e monitoradas para estudo. Esse ¢ notadamente o caso
da PAIR, em que poucos estudos com planejamento limitado e pobremente caracterizados
foram publicados [Lavinsky et al., 2015]. Por esse motivo, muitos pesquisadores estdo se

voltando ao estudo em modelos animais.

O estudo da perda auditiva em camundongos parece parece ser um método valido, uma
vez que a orelha interna do camundongo ¢ estruturalmente semelhante a orelha interna humana
e seu material genético ¢ homdlogo em considerdvel extensdo. Além disso, podemos criar um
ambiente idéntico que evita fatores de confusdo e permite a analise por meio de um Estudo de
associacdo do genoma inteiro (Genome Wide Association Study - GWAS) usando linhas de

camundongos consanguineos do Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP).

Estudos avaliando PAIR em camundongos identificaram diferentes genes de

susceptibilidade & PAIR usando variados métodos [Sliwinska-Kowalska & Pawelczyk, 2013].
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Um exemplo ¢ a identificagdo de algumas linhagens de camundongos (C57BL / 6J) mais
suscetiveis ao ruido do que outras [Erway et al., 1996]. Camundongos knockout testados por
resposta auditiva do tronco cerebral (Auditory Brainstem Response - ABR) com mutacao
direcionada dos genes SOD1 -/ - [Ohlemiller et al., 1999], GPX1 -/ - [Ohlemiller et al., 2000]
e PMCA2 -/ - [Kozel et al. , 2002] foram mais sensiveis ao ruido do que seus irmaos do tipo
selvagem. Camundongos CDH23 + / — também foram mais suscetiveis ao ruido [Holme &

Steel, 2004], com sua fung¢do auditiva testada através de potencial de agdo composto.

Lavinsky et al. (2015), em um GWAS com corre¢do para estrutura populacional,
descreveu pela primeira vez o mapeamento de varios loci de suscetibilidade para PAIR em
linhagens de camundongos consanguineos utilizando ABR. A andlise revelou um pico
significativo no cromossomo 17 dentro de um bloco de haplotipo contendo NADPH oxidase-3
(Nox3), fornecendo evidéncias para apoiar seu papel na suscetibilidade a PAIR. Além disso, a
suscetibilidade genética a perda auditiva de frequéncia especifica apos a exposi¢ao ao ruido foi

demonstrada na coclea de camundongo [Lavinsky et al., 2015].

Com base no que ja foi descoberto, este estudo teve como objetivo investigar outros
fenotipos auditivos por meio de um método diferente de avaliacdo auditiva, as Emissoes
otoacusticas por produto de distor¢io (EOAPD) em amplitude supraliminar. Esse método
avalia indiretamente as células ciliadas externas, que podem ser afetadas antes e apds a

exposi¢do ao ruido.
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Materiais e Métodos

O Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP)

Uma descri¢ao detalhada do HMDP (selecao de linhagens, poder estatistico e resolucao
de mapeamento) ¢ fornecida por Bennett et al. (2010). Quatro camundongos fémeas de 4
semanas de cada linhagem do HMDP foram adquiridos no Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME). Apenas camundongos fémeas foram testados para evitar potenciais efeitos de confusdo do
sexo. Os camundongos foram aclimatados em um ambiente comum por 1 semana (até 5
semanas de idade). Foram utilizados camundongos de 5 semanas para minimizar os efeitos
potenciais da perda auditiva relacionada a idade, que poderia prejudicar nosso fenétipo. Todos

os animais foram alimentados com uma dieta padrao até o sacrificio.

Genotipagem

As linhagens consanguineas classicas e recombinantes foram previamente genotipadas
pelo Broad Institute (www.mousehapmap.org). Dos 140.000 polimorfismos de nucleotideo

unico (SNPs) disponiveis, 108.064 foram informativos e usados na analise de associagao.

Protocolo de exposi¢cao ao ruido

Usando um método adaptado de Kujawa e Liberman (2009), com 5 semanas de idade,
os camundongos foram expostos a um ruido de banda na oitava de 10 kHz por 2 horas numa
intensidade de 108 dB NPS. O protocolo de exposi¢dao ao ruido foi previamente descrito por
White et al. (2009). A gaiola foi disposta em uma camara a prova de som (MAC-1) criada pela
Industrial Acoustics (IAC, Bronx, NY). A camara de som era forrada com espuma acustica a

prova de som. As gravagdes de ruido foram realizadas com um alto-falante (Fostex FT17H
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Tweeter) construido no topo da camara de som. O ruido prejudicial foi calibrado com um
medidor de nivel de som B&K, com uma variagao de 1,5 dB na gaiola. Os camundongos foram
colocados em uma gaiola de exposi¢ao circular com 4 compartimentos e, por 2 horas, puderam

circular dentro do compartimento. O teste envolveu apenas a orelha direita.

Determinacio das EOAPD em Amplitude supraliminar

EOAPD foram analisadas como fung¢des de entrada / saida em 2f1-f2 (medida primaria).

Os tons primarios foram definidos em uma proporcao de f2 / f1 = 1,2, com f2 variando de 8 a
32 kHz (nivel de {2 ajustado em 10 dB abaixo do nivel de fl) e L2 variando de 60 a 70 dB. O
nivel de ruido foi calculado como a média de 6 pontos espectrais (acima e abaixo de 2f1-f2). A
forma de onda e as EOAPD médias espectrais foram entdo extraidas. O nivel L2 necessario
para produzir 0 dB SPL com relacao sinal-ruido (SNR) foi de 3 dB. A variagao da amplitude
das EOAPD foi definida em 60 dB e 70 dB SPL dos tons primarios para cada frequéncia
separadamente. Esses valores forneceram uma avalia¢do indireta da integridade das células

ciliadas externas.

Resultados

Analise de associacio do genoma inteiro na PAIR revela

suscetibilidade genética especifica para cada frequéncia

O algoritmo de Associagao de Modelo Misto Eficiente (EMMA - Efficient Mixed-Model
Association) foi aplicado a cada fenotipo separadamente para identificar associagdes genéticas
para os 6 estimulos tone-burst [Kang et al., 2008]. Valores de p ajustados foram calculados para

108.064 SNPs com frequéncia de alelo menor que 5% (p <0,05 equivalente em todo o genoma
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para associacdo do genoma inteiro usando EMMA no HMDP ¢ p = 4,1 x 10—6, —loglOp =
5,39). Nesse limiar, associagdes significativas em todo o genoma foram identificadas no

cromossomo 1 nas medidas basais € nos cromossomos 2, 3, 15 e 16 apos a exposi¢do ao ruido.

GWAS E EOAPD em amplitude supralminar em cada

frequéncia testada

Uma analise de associacdo foi realizada para cada fenotipo separadamente, a fim de

identificar associacdes genéticas. Um GWAS foi realizada na linha de base (Figura 1A) e apds a
exposicao ao ruido (Figura 1B, 1C, 1D e 1E) para identificar loci associados a PAIR nas varias

frequéncias testadas.Analise de associagdo e graficos regionais

Na verificagdo basal, EOAPD excedendo o limite de significincia em todo o genoma
foi identificada no cromossomo 1 (Figura 2A). Apds a exposi¢do, as associacdes foram
estatisticamente significativas no cromossomo 2 (Figura 2B e 2C), cromossomo 15 (Figura

2D), cromossomo 16 (Figura 2E) e cromossomo 3 (Figura 2F).

Priorizando Nossos Genes Candidatos

Nossos dados de expressdo coclear nos permitiram analisar todos os 144 genes
candidatos em cada intervalo de associagdo. Os genes foram identificados em cada um dos
intervalos regulados por um locus de caracteristica quantitativa de expressdao local (eQTL).
Para realizar a andlise de eQTL, perfis de microarranjos de expressdao génica foram gerados
usando RNA coclear de 64 linhagens de camundongos hibridos (n = 3 matrizes por linhagem).
Posteriormente, o EMMA foi usado para realizar uma analise de associacao entre todos os SNPs

e mapeamento de sondas de matriz dentro de cada regido. Apos a exclusdo das sondas que se
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Figura 1: Manhattan Plots: Picos de associacdo no GWAS (-logl0) com valores de p

(-logl10p) para 32 kHz - 70 dB (1a) antes do ruido; 8 kHz - 70 dB (1b), 11.3 kHz - 70 dB (1¢),
16 kHz - 60 dB (1d), and 32 kHz - 70 dB (1e) ap6s exposi¢do ao ruido (linhagens do HMDP).
Analise executada com aproximadamente 200,000 SNPs com menor frequéncia alélica > 5%.

Cada cromossomo ¢ plotado no eixo x em cores alternadas de marrom e azul.

sobrepunham aos SNPs presentes entre as linhagens consanguineas classicas utilizadas no

HMDP, conforme descrito nos métodos, 18.138 genes foram representados por pelo menos 1

sonda.
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Figura 2. Picos de associagdo centrados no SNP principal em 32 kHz - 70 dB (2a) antes da
exposicao ao ruido e 8 kHz - 70 dB (2b e 2¢), 11,3 kHz - 70 dB (2d), 16 kHz - 60 dB (2e) e 23
kHz - 70 dB (2f) apds a exposi¢ado ao ruido (linhagens consanguineas HMDP). O diamante azul
representa o SNP mais significativo. Outros SNPs sdo coloridos com base em seu desequilibrio
de ligacdo (DL), como segue: SNPs vermelhos em DL 12> 0,8, SNPs laranja em DL 12> 0,6 ¢
SNPs verdes em DL r2> 0,4. As posi¢des de todos os genes RefSeq sdo plotados usando
posigdes gendmicas (NCBI Build 37).
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Os loci em que os picos de SNPs mapeados dentro de 2 Mb do gene cuja expressdo foi
regulada, foram considerados eQTLs "locais" ou cis, enquanto os SNPs mapeados em outro
lugar foram considerados eQTLs de acdo "distal" e presumivelmente trans. O valor de corte
significativo de p (p = 1 x 10—6) foi calculado para associagdes locais e distais. Esses genes

foram priorizados se eles foram regulados por um eQTL local.

Um total de 35 genes nos 6 loci identificados tinham pelo menos 1 sonda cuja expressao
foi regulada por um cis-eQTL significativo na céclea (Tabela 1). As funcdes dos genes

candidatos e doencas associadas sao mostradas na Tabela 2.

Tabela 1. Picos de associacdo de genes candidatos dentro de eQTLs regulados por cis na

coclea. atxStart, local de inicio da transcricdo (montagem do genoma NCBI Build 37).

Gene RefSeq Chr txInicio (bp)2  txFinal (bp)b Local eQTL P¢
Xkr9 ILMN_3159558 1 13668771 13701723 1.79E-01
Eyal ILMN_2638487 1 14168954 14310200 6.26E-03
Msc ILMN_2769777 1 14753346 14755966 2.50E-04
Mapkbp1 ILMN_2873793 2 119972699 120027408 3.77E-02
Pla2g4d ILMN_3156124 2 120265595 120289197 4.79E-02
Ltk ILMN_1219860 2 119751320 119760431 6.37E-02
Rpap1 ILMN_2602151 2 119763304 119787537 1.65E-02
Pla2g4f ILMN_2727722 2 120299957 120314165 1.03E-03
Vps39 ILMN_3129752 2 120316461 120353137 1.52E-02
Tmem87a ILMN_2969172 2 120355312 120404113 1.57E-02
Ganc ILMN_2791355 2 120403896 120461700 1.85E-01
Zfp106 ILMN_2482427 2 120506820 120563843 2.30E-01
Tgm5 ILMN_2690147 2 121046111 121085841 3.14E-01
Ccndbp1 ILMN_1240178 2 121008403 121016904 3.18E-01
Adal ILMN_1242772 2 121140428 121156680 3.35E-01
Trp53bp1 ILMN_1243753 2 121193281 121271407 3.80E-02
Tubgcp4d ILMN_1257622 2 121170654 121198770 3.82E-01
Adcy8 ILMN_2607127 15 64699042 64922296 3.79E-01
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Olig1 ILMN_2760105 16 91269769 91271939 2.14E-06
Ifnar2 ILMN_2598703 16 91485238 91507441 6.66E-07
Gpr89 ILMN_2953098 3 96868281 96905346 3.07E-02
Cd160 ILMN_2707181 3 96798763 96829351 1.49E-02
Fmo5 ILMN_1230890 3 97628804 97655282 3.52E-01
Chd1il ILMN_2986172 3 97560742 97610203 1.57E-02
Pde4dip ILMN_3064283 3 97689824 97888707 4.00E-01
Ankrd34a ILMN_3020599 3 96596636 96599775 6.43E-02
Rbm8a ILMN_1252850 3 96629928 96633779 6.80E-02
Pex11b ILMN_1258372 3 96635376 96653101 1.64E-01
Sv2a ILMN_1213495 3 96181151 96195521 3.01E-01
Mtmrll ILMN_2676662 3 96162004 96171718 3.77E-01
Hist2h2ac ILMN_1218380 3 96220361 96220880 4.10E-01
Hist2h2be ILMN_1231066 3 96221121 96223738 9.24E-03
Prpf3 ILMN_2941430 3 95830124 95855885 5.17E-02
BC028528 ILMN_2656422 3 95883954 95892005 2.21E-01
Aphla ILMN_1232821 3 95893969 95898288 3.09E-02

atxInicio, local de inicio da transcri¢do (NCBI Build 37 genome assembly).
btxFinal, local do final da trasncri¢ao(NCBI Build 37 genome assembly) end.

cValor de p estatisticamente significativo menor ou igual a E-06 (Bonferroni corrigido para o
numero de sondas testadas).

Discussao

Este estudo avaliou a variagdo auditiva pré e pos-exposicao ao ruido em camundongos
por meio da andlise de associa¢do do genoma utilizando as EOAPD em amplitude supralimiar
no HMDP. O HMDP foi utilizado previamente com sucesso no mapeamento gendmico de

caracteristicas de células sanguineas em camundongos [Davis et al., 2013], em associagao

Tabela 2. Processos bioldgicos e fendtipos associados a genes candidatos cis-eQTL. Obtido de

ensembl.org. Copyright 2020.
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Gene
Xkr9
Eyal

Msc

Mapkbp1

Pla2g4d
Ltk
Rpap1
Pla2g4f

Vps39

Tmem87
a

Ganc
Zfp106
Tgm5
Ccndbp1
Adal
Trp53bp1

Tubgcp4

Adcy8

Olig1

Ifnar2

Gpr89

Cd160

Fmo5

Chr

N

N N NN

N

15

16

16

Processo biolégico
Apoptose

Desenvolvimento dos rins, olhos e ouvidos

Regulagdo da transcrigdo de RNA polimerase

tipo Il

Regulagdo negativa da produgado de interleu-

cina-8

Processo catabdlico de fosfoglicolipideos
Transducdo de sinal

Transcricdo de RNA polimerase tipo Il

Processos metabdlicos de fosfolipideos

Transporte tardio de endossonos e lisosso-
mos

Processo metabdlico de carboidratos
Cross-linking de peptideos
Regulagao do ciclo celular
Processo metabdlico de nucleotideos

Checkpoint de dano ao DNA

Organizagao de microtubulos citoplasmati-
cos

Via de sinalizacdo do receptor acoplado a
proteina G de ativacdo da adenilato ciclase

Regulagdo da transcrigdo

Receptores de vias de sinalizacdo da superfi-

cie celular

Transporte de ions transmembrana

Regulacdo da resposta imune adaptativa

Processos de oxidagao e redugao

Fendtipo
Neoplasia protatica
Sindrome Branquio-oto-renal

Escoliose idiopatica do adoles-
cente;
Alzheimer

Neforonoftise

Diabetes tipo 2

Acidente vascular encefalico

Neoplasia de mama;
Esquizofrenia.

Acidente vascular encefalico

Esclerose lateral amiotrofica

Peeling skin syndrome

Trombocitopenia
Hipoplasia do timo
Sindrome de microcefalia-cori-

orretinopatia autossémica re-
cessiva

Doenca renal cronica;
Infarto do miocéardio

Albuminuria

Immunodeficiéncia

Autismo;
Esquizofrenia

Esquizofrenia
Autismo;

Sindrome da delecdo do cro-
mossomo 1g21.1
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Reparo de excisdo de nucleotideo, monta-

Anomalias congénitas do rim e

Chd1l AR do trato urinario; Diabetes tipo
gem de complexo de pré-incisao )
Reulacio da oreanizacio d mplexo d Tumores de mama, sistema ner-
Pdeddip Ge?u. agao da organizagdo do complexo de voso central, gastrointestinais e
o8l pele
Ankrd34a - -
Rbm8a Processamento de RNA Sinelieie da.| tromlc,>o.C|topen|a
com agenesia do radio
Disturbio da biogénese de pero-
xissomos; adrenoleucodistrofia
Pex11b Proliferacao de peroxissomos
neonatal; doenca do refluxo
infantil
Sv2a Transm~|ssao 15|r'1apt|ca qU|m|f:a; reg'u!agao da Epilepsia
secre¢ao de acido gama-aminobutirico; ho-
meostase celular do ion calcio
Escoliose idiopatica do adoles-
Mtmril Desfosforilacao de fosfatidilinositol P
cente;
Hist2h2a
c Ligante de DNA -
Hist2h2- Respgsta humoral a'ntitfact?riana; regulagéo
negativa da via de sinalizagdo mediada pelo -
be
fator de necrose tumoral
Prpf3 Ligante do RNA Retinite pigmentosa
BC02852
8
Aphia Processamento do receptor Notch; proteina  Disturbio bipolar;

precursora beta-amildide

Esquizofrenia.

genOmica e genética de sistemas em camundongos, identificando o gene Asx/2 como um
regulador da densidade mineral 6ssea e osteoclastogénese [Farber et al ., 2011], na regulagdo
genética do tamanho e morfologia da placa aterosclerdtica na artéria inominada de

camundongos hiperlipidémicos [Bennett et al., 2009], na identificacdo de redes génicas



104

associadas ao medo condicional em camundongos usando uma abordagem genética de sistemas
[Park et al., 2011], no controle genético da obesidade e composi¢do da microbiota intestinal em
resposta a dieta rica em gordura e sacarose em camundongos [Parks et al.,, 2013], na
identificacdo de Nox3 como um gene critico para suscetibilidade & PAIR [Lavinsky et al.,
2015], e em diabetes [Parks et al., 2013] e insuficiéncia cardiaca [Rau et al., 2015]. Em muitos
desses estudos, incluindo o presente GWAS, o uso de modelos de camundongos transgénicos
permitiu que os genes nos loci identificados fossem validados como genes causais, e varios

deles combinaram loci identificados em GWASs humanos.

O presente GWAS gerou associagdes significativas em uma regido cromossdmica na
linha de base e em 5 regides separadas apOs a exposi¢cdo ao ruido, resultando em 144 genes
candidatos, dos quais 35 nesses 6 loci foram identificados com pelo menos 1 sonda cuja
expressdo foi regulada por um cis-eQTL significativo na coclea. Apds andlise cuidadosa dos
genes candidatos com base na expressdo do gene coclear e apos uma revisdo da literatura atual,

2 genes candidatos principais foram priorizados: Eyal (linha de base) e Efi3a (pds-exposi¢ao).

O gene Eyal, presente em um pico significativo de associagdo na linha de base na
intensidade de 32 kHz - 70 dB, é uma proteina codificadora de genes que atua em outros genes,
sendo considerado um fator de transcri¢do. E interessante notar que as fungdes até agora
identificadas de Eyal se correlacionam com certas formas de perda auditiva genética em
humanos e com desenvolvimento coclear normal [Xu et al., 2017]. A proteina Eyal interage
com vdrias outras proteinas ativando e inativando genes que sdo importantes para o
desenvolvimento normal. Os papéis principais incluem o desenvolvimento do segundo arco

branquial, que d4 origem aos tecidos do pescoco, olhos, orelhas e rins [Kochhar et al., 2007].
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Além disso, o gene Eyal ganhou destaque com a descoberta de sua expressio em
células-tronco cocleares de mamiferos. Uma populagdo de células progenitoras que expressam
Eyal foram capazes de se diferenciar em células ciliadas, células de suporte e células
ganglionares da coclea apods ablacdo de células ciliadas em camundongos de até 1 semana de
idade. A identificacdio da regeneragdo coclear apds o nascimento em mamiferos ¢ a
caracterizagdo desta populacdo de células (Eyal-positiva) proporcionou uma nova fonte celular

com potencial para reparo e regeneragao coclear [Xu et al., 2017].

As mutacdes do gene Eyal sdo ainda consideradas a causa mais comum da sindrome
branquio-oto-renal (BOR). Mais de 80 mutagdes patogénicas foram identificadas em Eyal em
diferentes populagdes [Zhang et.al., 2004]. A sindrome BOR ¢ um distirbio autossdomico
dominante raro caracterizado por perda auditiva neurossensorial, mista ou condutiva, fistulas

ou cistos branquiais, fossetas pré-auriculares, malformacdes de ouvido e anomalias renais.

Outra correlacdo importante foi a confirmagdo de que a inativacao de Eyal e Six]l em
camundongos resulta em uma altera¢do significativa no desenvolvimento da orelha devido a
interrup¢do precoce do desenvolvimento no estadgio de otocisto [Zheng et al., 2003]. Outra
evidéncia robusta foi a descoberta do envolvimento de Eyal / Six]l no desenvolvimento de
células ciliadas e sua coexpressao em explantes cocleares de camundongos. A expressao desses
genes foi suficiente para induzir a diferenciacao das células ciliadas no epitélio ndo sensorial
que expressa Sox2 de baixo nivel, ativando ndo apenas vias dependentes de Atohl, mas
também independentes de Atohl, e ambas as vias induzem Pou4f3 a promover a diferenciacao

de células ciliadas [Ahmed, 2012 ]

O Efr3a, nosso principal gene candidato, foi encontrado na frequéncia de 11,3 kHz - 70

dB apods a exposicdo ao ruido. Ele codifica uma proteina da membrana plasmatica cuja
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insuficiéncia foi inicialmente relatada por aumentar a sobrevivéncia dos neurdnios do
hipocampo em camundongos adultos. Nosso trabalho ¢ o primeiro a correlacionar o gene Efi3a

com PAIR.

Estudos prévios ja investigaram o papel desse gene na perda auditiva relacionada a
idade e ototoxicidade. Foi investigada a expressdo de Efr3a na via neural auditiva apods a
destruicdo das células ciliadas. O impacto da insuficiéncia de Efi3a foi avaliado pela
comparac¢do funcional e morfoldgica da coclea entre camundongos deficientes em Efi3a e seus
companheiros de ninhada de tipo selvagem. Esse estudo sugere que a deficiéncia de Efi3a esta
associada a perdas auditivas menos severas apds exposicdo a substancias ototoxicas e
demonstra dano morfoldgico menos intenso aos neurdnios do ganglio espiral coclear. Esses
efeitos benéficos da deficiéncia de Efi3a foram atribuidos ao aumento da expressao de alguns

fatores neurotroficos e seus receptores, suprimindo assim a neurodegeneracao [Hu et al., 2017].

Nosso achado também vai ao encontro de pesquisas recentes sobre perda auditiva
relacionada a idade. A deficiéncia de Efi3a resultou em melhor funcdo auditiva em
camundongos senescentes (aos 10 e 12 meses de idade). Foi demonstrado que camundongos
senescentes deficientes em Efr3a apresentaram degeneragdo menos severa dos neurdnios do
ganglio espiral coclear no giro basal; e que quando a degeneragdo ocorreu, surgiu mais

tardiamente [Hu et al., 2016].

Além disso, outro estudo que avaliou ototoxicidade em camundongos, demonstrou que
apés o uso dessas substincias ocorreu degeneracao progressiva de células do ganglio espiral
coclear. A expressao de Efr3a aumentou notavelmente no ganglio espiral no dia 5, diminuindo

para niveis proximos ao normal no dia 10, coincidindo com o periodo de maior degeneracao
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celular da coclea. Sugeriu-se entdo a possibilidade do Efr3a atuar ativamente na degeneragdo

do ganglio [Nie et al., 2015].

Conclusao

Pela primeira vez, uma analise de associagdo com corre¢do para a estrutura da
populagdo foi usada para mapear varios loci para caracteristicas auditivas em linhagens
consanguineas de camundongos com base nas EOAPD em amplitude supralimiar antes e apods a
exposicdo ao ruido. Nossos resultados identificaram uma série de novos loci para
suscetibilidade a PAIR. Além disso, nossos resultados validam o poder do HMDP para detectar

genes candidatos a suscetibilidade a PAIR.

Declaracao de Etica

Este estudo foi realizado em estrita conformidade com as recomendacgdes da American
Association for Laboratory Animal Sciences (AALAS). O protocolo foi aprovado pelo Comité
de Uso e Cuidado Institucional de Animais da Universidade do Sul da California (Nimero da

Permissao: 12033) e pelo Departamento de Recursos Animais.

Os animais foram alojados com ruido ambiente nao superior ao do ar condicionado normal.
Todas as técnicas foram realizadas em camundongos sob anestesia intraperitoneal (cetamina
80mg / kg de peso corporal e xilazina 16mg / kg de peso corporal) e todos os esfor¢os foram

feitos para minimizar o sofrimento.
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