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Introducéo
A doenca de Méniére (DM) é uma condicdo cronica e complexa que acomete o ouvido interno caracterizada
por episodios de vertigem, perda auditiva neurossensorial, zumbido e sensacdo de plenitude aural (presséo no
ouvido) (Lopez-Escamez et al., 2015). E uma doenca rara, e sua prevaléncia varia de acordo com regio e etnia.
Estudos epidemioldgicos relatam uma propor¢do de 0,5 a 1/1000 adultos em populagdes europeias, sendo
ligeiramente mais comum em mulheres (Kim et al., 2020; Bruderer et al., 2017; Frejo, 2023). Entretanto, dados
sobre a prevaléncia da DM na populagdo brasileira ainda s&o escassos.
A fisiopatologia da doenca ainda ndo € bem e ‘ Hidropsia Endolinfitica
esclarecida, embora a teoria mais aceita atualmente )
sugira que os sintomas resultem de uma Hidropsia

Endolinfatica (HE) (Figura 1). Entretanto, esta condicao

estd associada a uma variedade de perturbagdes do
ouvido interno (Merchant et al., 2005), e ela por si s6 ndo \ /B Endolinfa no Sistoma vostibular £ Endolinfana coclea (3 Perilint
explica todos os aspectos da doenca, COMO a Progressio  pyoui o o nakaame. & otal Gorg - erma Hidropsia Endolinfatca
da perda auditiva ou a frequéncia das crises vertiginosas (Lopez-Escamez et al., 2015).

A DM tem etiologia multifatorial - pode ocorrer por fatores ambientais e genéticos - e acomete pessoas de
20 a 70 anos, de forma unilateral podendo evoluir para bilateral. Quanto mais cedo o inicio dos sintomas, maior a
probabilidade de uma etiologia genética (Lopez-Escamez et al., 2015). No momento ndo ha cura para a doenca de
Méniére, mas o tratamento pode ajudar com o0s sintomas, sendo muito importante a intervencdo multidisciplinar,
uma vez que DM afeta a qualidade de vida dos pacientes.

A DM apresenta grande heterogeneidade clinica e o diagndstico é baseado em critérios estabelecidos de
acordo com o Guidelines Internacional (Lopez-Escamez et al., 2015). Evidéncias genéticas e epidemiolégicas
sustentam trés principais hipéteses sobre a etiologia da DM: alergia, autoimunidade e fatores genéticos. A
combinagdo de tais fatores, juntamente com a resposta individual do paciente, pode explicar a variabilidade clinica
observada no fenotipo (Lopez-Escamez et al., 2021).

A auséncia de biomarcadores faz com que o diagnostico da DM se baseie unicamente em critérios clinicos.

No entanto, alguns pacientes apresentam sobreposicao de sintomas e/ou fenétipos incompletos, o que pode dificultar
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a identificacdo do diagnostico clinico. Essa diversidade se manifesta na variedade de respostas aos tratamentos e
nos diferentes mecanismos subjacentes a doenca (Gallego-Martinez et al., 2018).

A arquitetura genética da DM familiar é de dificil compreenséo, nela temos mdltiplas variantes genéticas
que podem alterar o fenétipo nas familias acometidas pela doenca. O que sabemos sobre a contribuicdo genética
para a DM é limitado e sua hereditariedade é desconhecida pela maioria dos otorrinolaringologistas. Os clinicos
estdo cientes da relevancia de se obter o histérico familiar para caracterizar os casos familiares. Os resultados dos
testes genéticos da DM estéo em estagio inicial (Gallego-Martinez et al., 2020).

Estudos indicam que a proteina que o gene PRKCB codifica (ativada por célcio e diacilglicerol - molécula
do espaco intracelular que media a comunicacdo celular) retine uma enzima que acelera a transferéncia de grupos
fosfatos, estando envolvida em diversas funcdes celulares, como a apoptose, por exemplo, e modula fungdes neurais
e se associa a situacBes de estresse, se relacionando assim a DM (Gallego-Martinez et al., 2020). A variante
rs1131692056 (c.275G>T) localizada no éxon 3 do gene, envolve dois dos seis transcritos e se manifesta no ouvido
interno. Um estudo mostra que células com essa variante apresentam alteragdes como: nenhum contato com a
membrana basilar, uma posicdo diferente no topo e na lateral da parede do tunel externo, isolamento de corpos
celulares adjacentes, uma superficie endolinfatica extensa e um citoplasma escurecido (Martin-Sierra, 2017).

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

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

A variante rs4947296, encontrada numa regido intrénica do cromossomo 6 regula a expressdo de muitos
genes da via TWEK/Fn14 em células mononucleares periféricas, levando a uma resposta inflamatéria mediada por
NF-kB na DM (Lopez-Escamez, 2018). Portanto, essa alteracdo em especifico ja associada a DM bilateral poderia
estabelecer uma relagdo entre a DM e respostas autoimunes.

Com isso, este projeto propds a realizagdo de um estudo das variantes rs1131692056 (gene PRKCB) e
rs4947296 em pacientes com doenca de Méniére, com pesquisas voltadas para a sua etiologia, visando um melhor

entendimento da doenga.

Metodologia

Casuistica

A casuistica do presente estudo é composta por 23 individuos com idade entre 25 e 70 anos com Doenca de
Méniére (DM), esporadica ou familial, diagnosticados de acordo com os critérios estabelecidos pelo Comité de
Audicéo e Equilibrio da AAO-HNS (1995), em acompanhamento no ambulatério de Otoneurologia da disciplina

de Otologia e Otoneurologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).
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Tabela 1. Caracterizagao da amostra (Bortoletto 2023). O recrutamento dos pacientes foi feito para um projeto do
€lilzen Feminino 20 (66.7%) . . .
T 10 (33.3%) grupo de pesquisa anterior a este (Lopes, 2015). Com isso, para 0

Ry 19-39 anos 14(46.6%)  presente estudo foram utilizadas apenas as amostras de DNA ja
diagndstico JENSTEETL 14 (46.6%) . ol . :
60-79 anos 02 (06.7%) armazenadas em biorrepositorio no Centro de Biologia Molecular
Gl 20(66.7%) o Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP.
Nio-Caucasiano 10 (33.3%)
Historico [ 07 (23.3%) Todos os participantes receberam orientacGes sobre a
Familiar [BNED) 19 (63.3%) . lab il da DM q icivar d q
Niio Sabe 04(133%)  triagem laboratorial da DM e concordaram em participar do estudo,
“des Enxaqueca 13 (43.3%) assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),

Lyelgle s Doenga Autoimune 07 (23.3%) . ... .
Condicio Cardiaca 02 (06.7%)  aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP (parecer

Doenga Renal 03(10.0%) 457 626), e autorizaram a coleta e 0 armazenamento de sua amostra
iciieidel  Anti-vertiginoso 28 (93.3%)

Anti-histaminico 02 (06.7%) biolégica para estudos futuros.

Gentamicina 1T 02 (06.7%)

Glicocorticoide 01 (03.3%) A Tabela 1 resume a caracterizagdo da amostra estudada.

Analise molecular

. ot0 foi real R
A andlise molecular do projeto foi realizada no Centro de CNRRBTECT CANTCOHA

GGAAACTAGT GAATGGAAAC

Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da

UNICAMP. Inicialmente, foi realizada a padronizagdo das

Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificagdo das

-~ . : £ x Figura 2 Etapas de andlise molecular - Técnica de PCR; purificagéo
regloes determlnadas, com posterlor pUI’IfIC&(}ﬁO € dos produtos de eletroforese em gel de agarose 1,5%; analise de

sequenciamento pelos softwares CLC Sequence Viewer 8.0 e

sequenciamento a analise dos fragmentos. Chromas Lite®.

As investigacOes da variante no gene PRKCB e da variante intergénica rs4947296 foram realizadas por
meio da técnica PCR (Polymerase Chain Reaction), de acordo com condigdes descritas previamente por Bortoletto
(2020) e resumidas a seguir.

Tabela 2. Primers utilizados nas amplificacdes das sequéncias.

Gene Localizagdo Banco de dados Primers5’ > 3’ pb
PRKCB Exon 03 ENST00000303531.11 F-ATGATC TCT TCCTCCCTT TC 206
R — GAC TGT GGA CAG AGA AAA GC
rs4947296 Intergénica Ensembl NC_000006.12 F— ATT ACA GGT GTG AGC CAC TG 244
R-TTTTCCTTT CAGGTATCT TGC

A) Ciclo PRKCB

Para um volume de 25uL. de reacdo, a padronizagdo foi feita 20 ciclos

utilizando em torno de 50ng de DNA genomico, 200uM de cada _95°C_ 95'C
desoxinucleotideo trifosfato (JATP, dCTP, dGTP e dTTP), 5,0pmol de cada fomn
primer (foward e reverse), 2,5U da enzima Taqg DNA polimerase em
Tampdo de PCR 10X (Tris-HCI 10mM pH 8,8), 256mM de MgCI2,

completando com agua até o volume final.

72°C

5 min

1 min

As amplificacdes foram realizadas em aparelho termociclador B) Ciclo rs4947296

35 ciclos

Veriti® 96- Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). As condi¢des da  9s'c i 95°c

. ~ R . 5min i | min .
PCR para cada par de primer estdo resumidas na Figura 3. ' 72°C

10 min

Os produtos de amplificagdo foram visualizados em gel de agarose

1 min

1,5%, ap6s coloragdo com brometo de etidio.
Figura 3. CondicGes para PCR: A. Ciclo do gene
PRKCB; e B. Ciclo da variante rs4947296.
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Purificacéo dos produtos de PCR
A purificagdo dos produtos de PCR foi realizada utilizando-se o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP
System (Promega Corporation, EUA). Ap0s a purificacdo, a quantidade e a pureza das amostras de DNA foram

determinadas por densidade 6ptica em espectrofotdmetro NanoDrop® ND-8000 (Thermo Scientific).

Reacdo para sequenciamento

As reagdes de sequenciamento foram realizadas no sequenciador automéatico ABlI PRISM® 3700 DNA
Analyzer utilizando-se o BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem, EUA), de acordo
com o protocolo recomendado pelo fabricante. As reagdes foram constituidas de 40-80ng de DNA, 2uL do Mix
BigDye, 1pL de primer (5pmol), completando com &gua deionizada para um volume final de 10pL. As condigdes
de amplificacdo foram: 96 °C (1 min), seguido de 30 ciclos de 96 °C (10 seg), 57 °C (5 seg), 72 °C (30 seg),
finalizando a 72 °C (5 min).

As sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com as sequéncias normais dos genes,
com o auxilio dos programas Chromas Lite® (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.ntml) e CLC
Sequence Viewer 8.0 (CLC hio A/S).

Resultados e Discussao
Depois de nossas pesquisas, em nenhum paciente foram encontrados a variante de interesse (rs1131692056)
no gene PRKCB, dado interessante uma vez que 10 dos pacientes relataram episodios de estresse préximo ao inicio

dos sintomas da doenca de Méniere ou qualquer outra alteracéo relevante para o presente estudo no mesmo gene.

Em relagdo a variante intergénica rs4947296,

encontramos em 5 pacientes em heterozigose (Figura 4).
A citocina multifuncional TWEAK e a via de

sinalizacdo Fn14/TWEAK, que ativa o fator de transcricéo

NF-kB, séo importantes no controle da autoinflamagéo e

Figura 4. Eletroferograma mostrando a alteracdo ¢.198T>C (rs4947296)
em heterozigose encontrada em 5 pacientes.

estdo associadas a varios distUrbios autoimunes. Um estudo
com 681 casos de diabetes mellitus (DM) encontrou uma expresséo diferencial em um locus da regido do MHC
classe I relacionado a DM autoimune (Cabrera et al., 2014). O marcador rs4947296 foi identificado como regulador
da expressdo génica na via TWEAK/Fn14 em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com DM
autoimune. Esta via mostrou 31 genes com expressdo diferencial conforme a variacdo alélica desse marcador,
sugerindo que as vias relacionadas ao TNF para apoptose e inflamacdo podem ser mecanismos relevantes para esse
subtipo de DM autoimune, por meio da regulacdo positiva do NF-kB e aumento da resposta inflamatoria (Frejo et
al., 2017).

Outra hipotese considera a neuroinflamagdo mediada por citocinas pro-inflamatorias. Estudos relataram
perfis diferentes de citocinas e expressdo génica entre DM e enxaqueca vestibular (Flook et al., 2019). Isso sugere
que alergias ou inflamacdo podem ser fatores adicionais para a doenca em alguns pacientes. A hipGtese
autoinflamatoria também é considerada para um subgrupo de pacientes com DM, pois a citocina pré-inflamatoria
IL-1b foi encontrada em niveis mais altos em pacientes com DM sem autoanticorpos no soro (Furuta et al., 2011).
Embora a evidéncia para um processo autoinflamatério na DM ainda seja limitada, um estudo caso-controle revelou

que citocinas pré-inflamatérias como IL-1b, IL-1RA, TNFa e IL-6 estavam elevadas em 21% dos pacientes com
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http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html)

DM analisados por células mononucleares do sangue periférico (Frejo et al., 2018). Esses pacientes, sem condigdes
autoimunes associadas, podem estar dentro do espectro de distirbios autoinflamatorios.

Fatores de Necrose Tumoral (TNF) desempenham papéis importantes em varias doengas autoimunes, como
a Esclerose Mdltipla. Entre eles estd o TNF indutor fraco de apoptose (TWEAK), uma citocina que regula vérias
respostas celulares e ativa seu receptor, Fnl4, que é altamente expresso nas células epiteliais. A ligacdo entre
TWEAK e Fnl14 induz a ativacdo prolongada da via do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB), essencial na regulacdo das
respostas imunes e inflamatdrias (Bortoletto, 2020).

Conclusodes

¢ Nao foi encontrado em nenhum paciente a variante rs1131692056 do gene PRKCB.
e Foi encontrado em 6 pacientes a variante intergénica rs4947296.

e Os achados clinicos com os achados genéticos ndo sao suficientes para termos um resultado concreto.
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