J Pediatr (Rio J). 2015;91(6):583-589

Jornal de

Pediatria

www.jped.com.br SO HDATH RRASILTERA
I N THATELL

ARTIGO ORIGINAL

Whole-exome sequencing as a diagnostic tool for distal @Cmssmrk
renal tubular acidosis™

Paula Cristina Barros Pereira?, Flavia Medeiros Melo?,
Luiz Armando Cunha De Marco®"°, Eduardo Araujo Oliveira®°,
Débora Marques Miranda®° e Ana Cristina Simodes e Silva®<*

a Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia - Medicina Molecular (INCT-MM), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
Belo Horizonte, MG, Brasil

b Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG, Brasil
¢ Departamento de Pediatria, Unidade de Nefrologia Pedidtrica, Laboratério Interdisciplinar de Investigacdo Médica,
Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG, Brasil

Recebido em 11 de novembro de 2014; aceito em 25 de fevereiro de 2015

KEYWORDS Abstract

ATP6VO0A4; Objective: Distal renal tubular acidosis (dRTA) is characterized by metabolic acidosis due to
ATP6V1B1; impaired renal acid excretion. The aim of this study was to demonstrate the genetic diagnosis
Children; of four children with dRTA through use of whole-exome sequencing.

Distal renal tubular Methods: Two unrelated families were selected; a total of four children with dRTA and their
acidosis; parents, in order to perform whole-exome sequencing. Hearing was preserved in both children
Genetics; from the first family, but not in the second, wherein a twin pair had severe deafness. Whole-
Whole-exome -exome sequencing was performed in two pooled samples and findings were confirmed with
sequencing Sanger sequencing method.

Results: Two mutations were identified in the ATP6VOA4 and ATP6V1B1 genes. In the first
family, a novel mutation in the exon 13 of the ATP6V0A4 gene with a single nucleotide change
GAC — TAC (c.1232G>T) was found, which caused a substitution of aspartic acid to tyrosine
in position 411. In the second family, a homozygous recurrent mutation with one base-pair
insertion (c.1149_1155insC) in exon 12 of the ATP6V1B1 gene was detected.

Conclusion: These results confirm the value of whole-exome sequencing for the study of rare
and complex genetic nephropathies, allowing the identification of novel and recurrent mutati-
ons. Furthermore, for the first time the application of this molecular method in renal tubular
diseases has been clearly demonstrated.
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Sequenciamento total do exoma como ferramenta de diagnostico de acidose tubular
renal distal

Resumo

Objetivo: A acidose tubular renal distal (ATRd) é caracterizada por acidose metabdlica devido
a excrecdo renal de acido prejudicada. O objetivo deste artigo € apresentar o diagnostico
genético de quatro criancas com ATRd com uso do sequenciamento total do exoma.

Métodos: Selecionamos duas familias nao relacionadas, quatro criangas com ATRd e seus pais,
para fazer o sequenciamento total do exoma. A audicao foi preservada em ambas as criancas da
familia um, porém em nenhuma crianca da familia dois, na qual um par de gémeas teve perda
auditiva severa. Fizemos o sequenciamento total do exoma em dois conjuntos de amostras e
confirmamos os achados com o método de sequenciamento de Sanger.

Resultados: Duas mutacdes foram identificadas nos genes ATP6V0A4 e ATP6V1B1. Na familia
um, detectamos uma nova mutacdo no éxon 13 do gene ATP6V0OA4 com uma alteracdo em um
nucleotideo Unico GAC — TAC (c.1232G>T) que causou substituicdo de acido aspartico por
tirosina na posicdo 411. Na familia dois, detectamos uma mutacao recorrente do homozigoto
com insercao de um par de bases (c.1149_1155insC) no éxon 12 do gene ATP6V1B1.

Conclus@o: Nossos resultados confirmam o valor do sequenciamento total do exoma para o
estudo de nefropatias genéticas complexas e permitem a identificacdo de mutacdes novas e
recorrentes. Adicionalmente, demonstramos claramente pela primeira vez a aplicacao desse
método molecular em doencas tubulares renais.

© 2015 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos

reservados.

Introducao

A acidose tubular renal distal (ATRd) é uma doenca renal
rara e complexa devido a um defeito na excrecao da carga
de acidos (H* e ions de amonia) em células alfa interca-
ladas do ducto coletor. O acimulo da carga de acidos no
néfron distal resulta no consumo e na reducdo do tampao
de bicarbonato/CO, no sangue.' As principais caracteristi-
cas clinicas da ATRd sao vomito, diarreia e/ou constipacao,
perda de apetite, polidipsia e polilria. A acidose cronica e as
alteracoes secundarias como vémito, poliliria e desidratacao
afetam o crescimento e levam a um déficit de crescimento.
Estudos de ultrassom podem mostrar nefrocalcinose e/ou
nefrolitiase.”? Em geral, a ATRd apresenta bom progndstico
caso diagnosticada precocemente e o tratamento alcalino é
continuo. Caso nao tratada, a ATRd causa retardo do cresci-
mento e raquitismo em criancas e osteomalacia em adultos.
Pode ocorrer deterioracao da funcao renal ao longo dos
anos.>

A ATR distal pode ser transmitida como uma caracte-
ristica autossémica dominante ou recessiva.* O fenotipo
autossomico dominante normalmente aparece moderada-
mente na adolescéncia ou na vida adulta;* um dos pais
padece e é o portador da doenca ou a doenca se da
por meio de uma mutacao de novo. Foram identificadas
mutacdes no gene SLC4AT1 em familias com ATRd autosso-
mica dominante.?>¢ Os sintomas no fendtipo autossémico
recessivo aparecem predominantemente na infancia ou na
primeira infancia, quando o retardo do crescimento é muito
comum. Essa variavel pode ocorrer com ou sem surdez e os
pais ndo sao afetados.? A ATRd autossdmica recessiva esta
associada a mutacdes em quaisquer dos seguintes genes:
SLC4A1,” ATP6VOA4 e ATP6V1B1.%8 Individuos sem deficién-
cias auditivas normalmente sao portadores de mutacdes no

gene ATP6V0A4, ao passo que aqueles com surdez apresen-
tam mutacodes no gene ATP6V1B1. Em aproximadamente 20%
dos pacientes com ATRd, nenhuma mutacao foi encontrada
em quaisquer desses genes relacionados.® De fato, exis-
tem pacientes com ATRd com surdez sem mutagées no gene
ATP6V1B1 e outros com audicao normal que nao apresentam
mutacdes no gene ATP6VOA4.> Esses achados sugerem que
outros transportadores ou canais podem causar ATRd. Em
termos de complexidade, sabe-se que alguns pacientes com
mutacoes no gene ATP6V0A4 desenvolvem surdez apenas na
segunda década de vida. Portanto, ha muitos fatores a serem
elucidados em termos de correlacdes fenotipo-gendtipo.8-'°
Até agora, ja sdo conhecidas mais de 20 mutagdes no gene
ATP6VOAA4.

O sequenciamento total do exoma fornece cober-
tura de mais de 95% dos éxons, que contém 85% das
mutacles causadoras de doencas em doencas mendelia-
nas e muitos polimorfismos de nucleotideo simples (SNPs)
com predisposicao para doencas em todo o genoma.'"'? O
sequenciamento total do exoma é interessante para ava-
liar a patogénese da doenca e reconhecer novos genes
ou mutacdes patogénicos relacionados a doencas, princi-
palmente as doencas mendelianas.'"'? Nesse sentido, este
estudo pretendeu avaliar a utilidade do sequenciamento
total do exoma para o diagnostico genético de ATRd.

Pacientes e métodos

Avaliacao individual e clinica

Quatro criancas com ATRd confirmada de duas familias
nao relacionadas foram selecionadas para este estudo.
Todos os pacientes foram acompanhados na Unidade de
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Nefrologia Pediatrica da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), Brasil. A primeira familia (familia um) con-
sistia em dois irmaos afetados, uma menina e um menino,
com ATRd, porém sem surdez, com pais nao afetados.
A segunda familia (familia dois) apresentava um par de
gémeas monozigoéticas (duas meninas), diagnosticadas com
ATRd e surdez nervosa, com mae saudavel; o pai é des-
conhecido. Todos os pacientes foram submetidos a um
protocolo sistematico, incluindo avaliacao clinica e nutricio-
nal, medicdes laboratoriais, ultrassonografia renal e analise
genética. O consentimento informado, aprovado pelo con-
selho de ética institucional da UFMG, foi obtido de todos os
participantes; no caso das criancas, também foi obtido de
seus pais e/ou responsaveis legais.

Extracao do DNA

O DNA gendmico foi extraido de 5mL de sangue periférico
de pacientes com ATRd e de seus pais, com o uso do minikit
Qiamp Blood DNA (Qiagen®, Milao, Italia), de acordo com
as instrucées do fabricante. Todas as amostras tiveram o
controle de qualidade verificado com relacdo a pureza com o
uso de um espectrofotémetro Nanodrop (Thermo Scientific®,
Waltham, EUA). As amostras de DNA foram armazenadas a
—20°C até o uso.

Sequenciamento total do exoma

0 sequenciamento do exoma foi feito em dois conjuntos de
amostras para aprimorar os resultados. As amostras foram
divididas em conjuntos no que diz respeito as caracteristicas
clinicas dos pacientes. O primeiro conjunto apresentava DNA
dos dois irmaos com ATRd sem surdez e o segundo, das irmas
gémeas com ATRd relacionada a surdez. A captacéo do array
foi usada para isolar os respectivos genes humanos (Seq-
Cap EZ Human Exome Library v2.0, Roche®, Basileia, Suica)
e esses genes foram sequenciados na plataforma Illumina
HiSeq 2000 (Sigma-Aldrich Corporation®, Missouri, EUA).

Dados de filtragem

As principais etapas a seguir foram feitas para priorizar as
variaveis de alta qualidade: (i) variaveis em regides inter-
genéticas, intronicas e ndo traduzidas (UTR) e mutacdes
sindbnimas foram excluidas da analise a jusante; (ii) varia-
veis com indice de qualidade menor do que 20 foram
excluidas; (iii) somente o indice de conservacao (phy-
loP) da comparacdo de humanos e 43 vertebrados acima
de 3 foi considerado; (iv) apds essa selecao inicial, os
genes restantes foram filtrados pela funcao. O software
Polyphen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) pre-
viu possiveis impactos de variaveis. O conjunto final de
variaveis selecionadas passou por inspecdo visual com o
uso do Integrative Genomics Viewer." Variaveis polimor-
ficas anteriormente descritas em dados publicos foram
investigadas e comparadas com as variacdes encontra-
das no exoma atual. As mutacdes selecionadas para
investigacdo em cada grupo deste estudo nao foram
encontradas em sequenciamentos de exomas anteriores
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/).

Validacao de dados

O sequenciamento de Sanger da reacao em cadeia da
polimerase (PCR) foi usado na analise para confirmar os
dados. Todos os pacientes e seus pais foram submetidos a
PCR. Produtos de amplificacao de tamanho adequado foram
identificados com o uso de eletroforese em gel de poliacri-
lamida. Os produtos foram purificados com o kit QlAquick
PCR (Qiagen®, Mildo, Itdlia) e entdo submetidos a uma
reacao de sequenciamento com o uso tanto de iniciado-
res forward quanto reverse com o ABI BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit v3.1 em um analisador genético ABI
PRISM 3730XL (Applied Biosystems®, Foster City, EUA). Cada
leitura foi alinhada ao sequenciamento de referéncia e as
mutacdes foram identificadas com o software Sequencher
(http://www.genecodes.com). Todos os iniciadores foram
projetados com a ferramenta on-line Primer3. Os iniciadores
do éxon 12 do gene ATP6V1B1 foram: 5’ TTGACCCCTCGGA-
ATGTAGG3’ e 5’CCGGACCCTCTTCTCCTTAC3’ (tamanho do
produto: 238 pares de bases). Os iniciadores do éxon 13
do gene ATP6V1B1 foram: 5’ATGCAAATCGTGGAGCTGTG3’
e 5’ATGAATCAGGGCAAGACGGT3’ (tamanho do produto:
264 pares de bases).

Estudos estruturais das mutacoes

Os alinhamentos de proteinas e sequéncias de DNA foram
feitos com os softwares ClustalW e MultAlin (http://
multalin.toulouse.inra.fr/multalin/), respectivamente. A
previsao da substituicao de aminoacidos na funcao biologica
da proteina foi avaliada com o uso tanto do soft-
ware PolyPhen-2 quanto do Provean (http://provean.jcvi.
org e http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/, respectiva-
mente).

Resultados

ATRd sem surdez

Essa familia consistia em dois irmdos, uma menina de
13 anos e seu irmao de sete, com uma ATRd bem defi-
nida. A menina foi a probanda, diagnosticada com ATRd aos
quatro meses. Os achados iniciais foram déficit de cresci-
mento, acidose metabolica hiperclorémica com pH da urina
excepcionalmente alto (7,0), pH do sangue venoso normal
(7,36), taxa de filtracao glomerular normal e nefrocalcinose.
O menino foi diagnosticado no primeiro més de vida,
apés uma desidratacdo grave com acidose metabdlica,
hipocalemia, elevagdo transitéria da creatinina sérica e
hipocalcemia. Sua primeira ultrassonografia renal mostrou
nefrocalcinose bilateral. A tabela 1 resume as manifestacées
clinicas e bioquimicas basicas que levaram ao diagnostico de
ATRd em cada paciente. Os pais nao foram afetados e tive-
ram um filho mais velho que faleceu aos quatro meses com
sintomas semelhantes.

O sequenciamento total do exoma feito nesse grupo
gerou 3577 variantes de nucleotideo Unico (SNVs) e 416
pequenas insercoes e delecoes (INDELs). A filtragem de
variaveis foi aplicada para selecionar o gene candidato
(tabela 2).


http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://evs.gs.washington.edu/EVS/
http://www.genecodes.com/
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
http://provean.jcvi.org/
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Tabela 1 Achados clinicos e bioquimicos iniciais de pacientes com ATRd

Achados/Pacientes 112 - Familia 1 113 - Familia 1 111 - Familia 2 112 - Familia 2
Idade 4 meses 1 més 2 anos 2 anos

Sexo Feminino Masculino Feminino Feminino
Surdez/SNHL Auséncia Auséncia Presenca Presenca

Peso ao nascer (g) N&o disponivel 3,450 2,340 2,300

Peso (g) 3,960 3,760 8,250 8,300

ZPI <=3 0 <=3 <=3

Altura (cm) 54,5 50,0 73,5 74,0

HAZ <=3 -2 <=3 <3
Nefrocalcinose Presenca Presenca Auséncia Auséncia
Manifestacdes iniciais Déficit de Vomito e Raquitismo, déficit de Raquitismo, déficit

crescimento,

desidratacao

crescimento, retardo

de crescimento,

desidratacao do crescimento retardo do
crescimento
Creatinina sérica (mg/dL) 0,4 1,7 0,5 0,5
pH do sangue venoso 7,36 7,16 7,23 7,12
Bicarbonato sérico (mmol/L) 19,0 8,0 15,9 13,7
Potassio sérico (mEq/L) 3,8 2,0 4,0 4,1
Cloreto sérico (mmol/L) 109 118 117 123
pH da urina 7,5 7,1 7,0 7,0

Os numeros romanos indicam a posicao da familia na linhagem: 112, familia 1 significa a segunda probanda (filha) da familia um; II3,
familia 1 significa o terceiro probando (filho) da familia um; 111, familia 2 - a primeira filha gémea da familia dois; 112, familia 2 - a

segunda filha gémea; SNHL, perda auditiva neurossensorial; ZPI, escores z de peso por idade; HAZ, escores z de altura por idade.

Apos filtrar os dados do exoma, selecionamos o gene
ATP6V0A4 para estudo. Observamos uma alteracao em um
nucleotideo Unico GAC — TAC (c.1232G > T) no éxon 13 que
causou substituicao de um aminoacido: acido aspartico por
tirosina na posicao 411 (p.D411Y). Essa alteracao no ami-
noacido foi preditiva de ser danosa pelo Provean e pelo
PolyPhen-2. Essa mutacao ocorre em um aminoacido evoluti-
vamente conservado e afeta residuos altamente preservados
(dados nao apresentados).

Os pacientes e seus pais foram submetidos ao sequen-
ciamento de Sanger ao usar o iniciador projetado para o
éxon 13 do gene ATP6V0A4. Os dois irmaos apresentaram a
mesma mutacao em homozigose (c.1232G > T), ao passo que
ambos os pais apresentaram um traco heterozigdtico (fig. 1A
e B). Essa € uma nova mutacdo autossomica recessiva de
ATRd.

ATRd com surdez

Essa familia consistia em um par de gémeas com ATRd asso-
ciada a surdez nervosa. As meninas foram diagnosticadas aos
dois anos apds um longo periodo de tratamento para raqui-
tismo e retardo do crescimento somente com assisténcia
nutricional. Caracteristicas clinicas e bioquimicas no inicio
sao apresentadas na tabela 1.

0 sequenciamento total do exoma conduzido na familia
dois gerou 4375 SNVs e 2416 INDELs. Apos filtrar as variaveis,
obtivemos somente um gene candidato restante (tabela 2).

Selecionamos, com base nos dados do exoma, o gene
ATP6V1B1 como candidato nesse grupo. Uma insercao de um
par de bases homozigético (c.1149_.1155insC) no exoma 12
foi detectada (fig. 2A). As duas gémeas com ATRd apresenta-
ram a insercao descrita. Fizemos a PCR da mae nao afetada

Tabela 2  Priorizacdo da variavel para a familia um e familia dois

Familia 1 Familia 2
Parametros NUmero de variaveis NUmero de variaveis
Total de variaveis 3.993 6.791
Regides intergénicas, intronicas e UTR e mutacgdes sindnimas foram 1.445 1.912
excluidas
Variaveis com indice de qualidade < 20 foram excluidas 879 1.012
PhyloP < 3 foram excluidas 131 215
Selecao por funcao 15 14
PhyloP < 0,7 foram excluidas 10 6
Selecao com o uso da base de dados de genes com referéncia cruzada e o 1 1

aplicativo IGV
Gene candidate

UTR, regiao nao traduzida.
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Figura 1

Identificacdo, linhagem da familia um e resultados de sequenciamento para mutacao c.1232G > T. A) A linhagem mostra

os estados afetados, identificadores individuais e gendtipos no cddon 411. A seta indica o probando. B) Cromatogramas do sequen-
ciamento do DNA em que os dois irméaos afetados tém substituicdo do homozigoto G por T em c.1232. Essa substituicao ocorre em
heterozigose em ambos os pais. WT, alelo selvagem. *Sequéncia nucleotidica mutada.
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Figura 2 Identificacao, linhagem da familia dois e resultados de sequenciamento para mutacao c.1149_1155insC. A) ldentificacdo
da mutacao c.1149_1155insC com o software MultAlin. B) A linhagem mostra os estados afetados, identificadores individuais e
genotipos em c.1149-1155insC. A seta indica os probandos e o individuo com *‘?’’ tem situacao do genétipo incerta. C) Cromatogramas
de sequenciamento de DNA direto de membros da familia em que os dois irmaos afetados tém insercdo homozigoética de um C e a
mae tem um traco heterozigético, conforme marcado pela caixa vermelha. WT, alelo selvagem.

(pai desconhecido). Os dois irmaos apresentaram a mesma
mutacao homozigética, ao passo que a mae apresentou essa
insercao na heterozigose (fig. 2B e C).

Discussao

Varios erros de DNA estdo localizados em éxons e
levam a alteracdes estruturais nas proteinas e alteracoes
funcionais.® Dessa forma, o sequenciamento total do exoma
analisa esses éxons de uma maneira rapida e com bom
custo-beneficio e permite avaliacdo genética das doencas

complexas e monogenéticas.'*'> Em doencas raras, o uso do
sequenciamento total do exoma pode minimizar a falha na
deteccao de mutacdes em regides criticas. Por outro lado,
o sequenciamento direto de Sanger ainda é considerado o
método mais preciso para encontrar mutacoes, uma vez que
outras técnicas de teste genético, como o sequenciamento
total do exoma, poderao nao detectar todas as variacoes da
sequéncia. A busca em todo o genoma e a validacao de acha-
dos com o método de sequenciamento Sanger parecem ser
uma maneira eficiente de determinar a causalidade genética
de uma doenca. Entretanto, a forma como essas tecnolo-
gias de Ultima geracdo serdo incorporadas a pratica clinica
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ainda é desafiadora, pois essas técnicas ainda sao muito
caras e a interpretacdo de dados é trabalhosa e dificil."" "2
Estudos recentes sugerem que o sequenciamento total do
exoma seria (til para avaliar a patogénese da doenca e
reconhecer novos genes ou mutacdes patogénicos relacio-
nados a doencas, principalmente as doencas mendelianas. '®
Assim, no presente estudo, usamos o sequenciamento total
do exoma seguido pelo sequenciamento de Sanger como uma
estratégia para o diagnostico genético de ATRd em quatro
criancas.

Nossos resultados mostraram, pela primeira vez, a uti-
lidade do sequenciamento total do exoma em doencas
tubulares renais e permitiram a identificacdo de uma
mutacao recorrente € uma nova mutacao patogénica na
ATRd. As formas herdadas de ATRd apresentam trés varia-
veis: autossomica dominante e autossomica recessiva, com
ou sem surdez.* A doenca dominante normalmente se apre-
senta mais suavemente na adolescéncia ou na vida adulta e
tem sido relacionada apenas a mutacdes no trocador bicar-
bonato/cloreto (AE1). Por outro lado, a variavel recessiva
ocorre na infancia ou na primeira infancia, quando o retardo
do crescimento é muito comum,* conforme observado em
nossos casos. A ATRd autossomica recessiva tem sido rela-
cionada a mutacoes nos genes ATP6V1B1 e ATP6V0OA4, que
codificam as subunidades a4 e B1da ATPase de préton do
tipo vacuolar (V- ou H+-ATPase), respectivamente.’ 22 Além
disso, mutacdes no gene SLC4A1, responsavel pela expres-
sao de proteinas AE1, também foram detectadas em casos
de ATRd autossdmica recessiva sem surdez.?*?®

De fato, mutacdes em diferentes subunidades da bomba
de proton expressas em tecidos renais e de ouvidos podem
causar defeitos tubulares relacionados a surdez."”” A ATPase
de préton do tipo vacuolar (V- ou H+-ATPase) € uma bomba
de varias subunidades essencial para a acidificacdo nor-
mal. Dois dominios estruturais formam essa bomba: VO
ligado a membrana e V1 citoplasmatico ou periférico.
Cada dominio incluia mdltiplas subunidades (a-e e A-H,
respectivamente), responsaveis pela hidrélise do ATP e
transporte de prétons, respectivamente.* O gene ATP6V1B1
codifica a subunidade B1, ao mesmo tempo em que o
gene ATP6V0A4 codifica a subunidade a4. O préoton ATPase
vacuolar é expresso apicalmente em células renais « inter-
caladas, na cdclea e no saco endolinfatico. Com base no tipo
de perda auditiva, o tipo de mutacdes pode ser suspeito. A
perda auditiva condutiva foi observada em mutacoes da iso-
forma intracelular de anidrase carboénica (AC), considerando
que a perda auditiva neurossensorial (SNHL) foi associada a
mutacdes nos genes ATP6V1B1 e ATP6V0OA4."2° Dessa forma,
encontramos uma insercao de um par de bases homozigético
(c.1149_1155insC) no éxon 12 do gene ATP6V1B1 em gémeas
com SNHL. Mutacdes no gene SLC4A1 normalmente nao apre-
sentam associacdo com surdez.?>?® Portanto, a presenca e
o tipo de surdez auxiliam na distincao de diferentes formas
de ATRd.

Nas duas familias deste estudo, os pais ndo foram afe-
tados, a ATRd teve inicio precoce e levou ao impedimento
do crescimento durante a infancia. Portanto, as mutacdes
no gene SLC4A1 (proteinas AE1) foram altamente diferen-
tes em nossos pacientes. Na familia um, o sequenciamento
do exoma identificou uma nova mutacdo homozigética no
gene ATP6V0A4. Com base em relatérios anteriores'® e em
nossas caracteristicas clinicas e bioquimicas, esse gene foi

selecionado como possivel candidato para buscar mutacdes,
pois nenhuma perda auditiva foi detectada nos pacientes
afetados. Observamos uma Unica alteracdo nucleotidica no
éxon 13 que causou substituicdo de um aminoacido: acido
aspartico por tirosina na posicao 411. Essa alteracao no ami-
noacido foi preditiva de ser danosa pelo Provean e pelo
PolyPhen-2. Infelizmente, nao fizemos estudos funcionais
para decifrar a funcao precisa dessa mutacao. Entretanto,
deve-se mencionar que essa mutagcao ocorre em um aminoa-
cido conservado evolutivamente e afeta residuos altamente
preservados. Além disso, a substituicdo de acido aspartico
por tirosina pode alterar as propriedades quimicas da pro-
teina em regides criticas. Por exemplo, essa alteracao pode
modificar o ponto isoelétrico da proteina, considerando que
a tirosina é um aminoacido neutro, ao passo que o acido
aspartico € um acido.

As gémeas da familia dois apresentaram perda auditiva
neurossensorial e sintomas de inicio precoce de ATRd. Os
fenotipos juntamente com os dados do exoma total nos
levaram a investigar o gene ATP6V1B1. Dessa forma, cons-
tatamos uma mutacao previamente descrita,” que também
foi confirmada pelo sequenciamento de Sanger. Entretanto,
deve-se destacar que as mutacdes dos genes ATP6V1B1 ou
ATP6V0A4 nao foram encontradas em algumas familias com
formas recessivas primarias de ATRd. Ha varios outros genes
candidatos para a ATRd recessiva,?’ principalmente os rela-
cionados aos transportadores de protons. Nesse sentido, o
uso do sequenciamento total do exoma, juntamente com as
caracteristicas fenotipicas, pode resultar na descoberta de
novas mutacoes e alteracdes genéticas nessa doenca com-
plexa e rara.

Em resumo, o sequenciamento total do exoma seguido
pelo sequenciamento Sanger foi uma estratégia bem-
-sucedida na identificacdao de novas e recorrentes mutacées
em nossos casos de ATRd. Entretanto, as variagdes genéti-
cas possiveis causadoras de alteracdes no transporte tubular
renal, principalmente nas formas recessivas de ATRd, ainda
devem ser elucidadas.
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