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RESUMO

COUTINHO, A.S. Utilizacdo da bioinforméatica na busca de novos genes em
osteogénese imperfeita. 2018. 67f. Dissertacdo de Mestrado em Biotecnologia —

Programa de Pos-Graduacao em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

A osteogénese imperfeita (Ol) € uma doenca genética rara do tecido conjuntivo,
causada por mutacBes em genes que participam, em geral, da formagcédo 6ssea. A
maioria dos pacientes € portadora de mutagcdes nos genes que codificam o coladgeno
tipo 1, mas ja foram descritas mutacfes em mais de 17 outros genes causando Ol e
ainda existe uma busca constante de novos genes na area cientifica. Entre as
estratégias de diagndstico molecular destaca-se a técnica de sequenciamento de
nova geracdo (NGS), que pode sequenciar varios genes presentes em uma
plataforma customizada, gerando uma grande quantidade de dados genbmicos.
Esses dados se tornam preciosas fontes de informac&o na busca de novos genes
relacionados a doencas. O objetivo desta pesquisa foi realizar a busca de novos genes
potencialmente causadores de Ol por meio de recursos de bioinformética. Foram
utilizadas estratégias de filtragem pelo programa Microsoft Office Excel 2013, bem
como andlises de predicdo de mutacdo. Como referéncia genémica foram utilizados
0s bancos de dados Ensembl e National Center for Biotechnology Information. Foram
selecionados quatro pacientes diagnosticados clinicamente com OI que foram
submetidos a técnica de NGS e apresentaram resultados normais para 0s genes
conhecidos. Com o intuito de selecionar uma lista de genes candidatos na plataforma
customizada de NGS que estivessem relacionados com os sintomas de Ol, foi
realizada uma busca de genes no banco de dados Ensembl envolvidos com as vias
metabdlicas de formacdo Ossea, cartilaginosa ou de colageno, que identificou 643
genes. A lista de genes candidatos foi comparada com os genes sequenciados dos
pacientes, onde foram selecionados 70 genes em comum para analise. Foram
realizadas filtragens in silico de forma a selecionar alteracfes raras na populacéo,
preditas como patogénicas e que efetivamente codifiquem uma proteina ou uma
molécula de RNA funcional. Os resultados mostraram que o paciente P.1 é portador
de uma mutacdo em heterozigose potencialmente patogénica no gene ALX1. O

paciente P.2 apresentou apenas uma alteracdo no gene COL6A3 que foi predita como



polimorfismo. O paciente P.3 apresentou mutacdes patogénicas em heterozigose nos
genes ALPL e FKBP10. No paciente P.4 foram encontradas mutacfes patogénicas
em heterozigose nos genes P3H1 e RYRL1. Entre os cinco genes identificados, sabe-
se que dois deles, FKBP10 e P3H1, estdo relacionados com a Ol de heranca
autossémica recessiva. Também ja € descrito que mutacdes no gene ALPL causam
sintomas clinicos semelhantes a OIl, podendo confundir o diagndéstico. Assim, o
presente estudo identificou dois genes, ALX1 e RYR1, potencialmente causadores de
Ol. O gene ALX1 tem um papel importante no desenvolvimento craniano e dos
membros, pois atua na formacédo da cartilagem. J& o RYR1 codifica a rianodina, um
importante receptor de célcio nos osteoblastos. Estudos funcionais dos genes
identificados sdo necessarios para validar esta hipétese em pesquisas futuras. Os
resultados deste trabalho sugerem que ferramentas de bioinformatica podem
direcionar a busca por novos genes relacionados a doencas genéticas. A
caracterizacdo de novas mutacdes em genes relacionados com Ol auxilia no
planejamento de estratégias mais eficientes que permitam o diagnéstico molecular da

doenca e o aconselhamento genético.

Palavras-chave: Next Generation Sequencing. Bioinformatica. Osteogénese
Imperfeita. Gene ALX1. Gene RYR1.



USE OF BIOINFORMATICS IN THE SEARCH FOR NEW GENES IN
OSTEOGENESIS IMPERFECTA

ABSTRACT

COUTINHO, A.S. Use of bioinformatics in the search for new genes in
osteogenesis imperfecta. 2018. 67f. Master's Dissertation in Biotechnology - Post-

Graduate Program in Biotechnology, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Osteogenesis imperfecta (Ol) is a rare genetic disease of connective tissue caused by
mutations in genes that generally participate in bone formation. Most patients carry
mutations in the genes encoding type 1 collagen, but mutations in more than 17 other
genes causing Ol have been described and there is still a constant search for new
genes in the scientific field. Among the molecular diagnostic strategies, the new
generation sequencing method (NGS) stands out, which can sequence several genes
present in a customized platform generating a large amount of genomic data. These
data become precious sources of information in the search for new genes related to
diseases. The objective of this research was to perform the search for new genes
potentially causing Ol through bioinformatics resources. We used filtering strategies
by the Microsoft Office Excel 2013 program, as well as mutation prediction analyzes.
As a genomic reference, the Ensembl and National Center for Biotechnology
Information databases were used. We selected four patients diagnosed clinically with
Ol who were submitted to the NGS technique and presented normal results for the
known genes. In order to select a list of candidate genes in the NGS custom platform
that were related to Ol symptoms, a search of genes in the Ensembl database involved
with the metabolic pathways of bone, cartilage or collagen formation was performed,
which identified 643 genes. The list of candidate genes was compared to the
sequenced genes of the patients, where 70 genes in common were selected for
analysis. In silico, filtrations were performed in order to select rare changes in the
population, predicted as pathogenic and that effectively encode a functional RNA
protein or molecule. The results showed that patient P.1 carries a potentially

pathogenic heterozygous mutation in the ALX1 gene. Patient P.2 presented only one



alteration in the COL6A3 gene that was predicted as polymorphism. Patient P.3
presented pathogenic mutations in heterozygosity in the ALPL and FKBP10 genes. In
patient P.4, pathogenic mutations in heterozygosis were found in the P3H1 and RYR1
genes. Among the five genes identified, two of them, FKBP10 and P3H1, are known
to be related to autosomal recessive Ol. It has also been described that mutations in
the ALPL gene cause clinical symptoms similar to OIl, which may confuse the
diagnosis. Thus, the present study identified two genes, ALX1 and RYRL1, potentially
causing Ol. The ALX1 gene plays an important role in cranial and limb development,
as it acts on the formation of cartilage. RYR1 encodes ryanodine, an important calcium
receptor in osteoblasts. Functional studies of the identified genes are necessary to
validate this hypothesis in future research. The results of this work suggest that
bioinformatics tools may direct the search for new genes related to genetic diseases.
The characterization of new mutations in Ol-related genes enables the planning of
more efficient strategies that allow molecular diagnosis of the disease and genetic

counseling.

Key words: Next Generation Sequencing. Bioinformatics. Osteogenesis imperfecta.
ALX1 gene. RYR1 gene.
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1. INTRODUCAO

A osteogénese imperfeita (Ol) € um grupo heterogéneo de doencas genéticas raras
do tecido conjuntivo (HUNG; TAN; HIEN, 2017; KANG; ARYAL A.C.; MARINI, 2017).
E também conhecida como a doenca dos ossos frageis ou ossos de vidro. Essa
sindrome envolve uma alteracdo no colageno tipo 1, que € o componente organico do
osso (MARINI et al., 2017). No entanto, com estudos recentes foi comprovado que
muitos pacientes com Ol ndo mostraram mudancas nos genes que codificam a
producao de colageno. Hoje o conceito foi ampliado, sendo a osteogénese imperfeita
definida como uma sindrome causada por uma mudanca genética com niveis de

complexidade variaveis (MARINI et al., 2017).

O diagnostico é fornecido pelo exame clinico e testes radiolégicos, e pode ser feito
ainda na gravidez, dependendo do tipo de Ol, por meio de exames de ultrassonografia,
testes laboratoriais e pelo histérico familiar (BYERS et al., 2006). A classificacdo de
Sillence (1979), tem sido empregada para agrupar esses pacientes de acordo com as
caracteristicas clinicas e radiol6gicas (HUNG; TAN; HIEN, 2017).

Manifestacbes clinicas tipicas séo fragilidade Ossea, baixa massa 0ssea,
deformidades no esqueleto e baixa estatura. E também uma desordem sistémica que
envolve estruturas extra esqueléticas. Isso engloba varias manifestacdes clinicas
incluindo dentinogénese imperfeita, esclerdtica azul-cinzenta, deficiéncia auditiva,
hipermobilidade articular, hipotonia muscular, doenca pulmonar restritiva e
anormalidades cardiovasculares (GONCALVES; MEYER; SATO, 2017; KANG,;
ARYAL A.C.; MARINI, 2017). Em geral, a prevaléncia de Ol é estimada em 1 a cada
15.000 — 20.000 nascimentos. A severidade de Ol varia de letalidade perinatal e
deformidade severa até tipos de formas muito suaves sem deformidade. A
heterogeneidade genética de Ol é mais complicada pela extensa variabilidade
fenotipica de cada locus genético e pelos diferentes modos de heranca (KANG;
ARYAL; MARINI, 2017).

Pelo fato de a Ol ser uma doenca que pode ser causada por mutacdes em diferentes
genes, o diagndstico conclusivo se da através de diagnéstico molecular do paciente

em busca de mutacdes nos principais genes envolvidos com a formacao 6ssea.
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Entretanto, existem pacientes que possuem os sintomas da doenga, mas ndo tém a
causa genética conhecida, pois ndo possuem mutacdes em nenhum dos genes ja

associados a Ol.

Apesar de incuravel, faz-se necessario o diagndstico precoce da Ol, como forma de
ampliar as formas de tratamento, prevenir novas fraturas e suas complicagdes,
possibilitando 0 manejo adequado e com melhor progndstico e qualidade de vida
(GONCALVES; MEYER; SATO, 2017). Identificar a causa molecular auxilia no

diagndstico e ajuda a encontrar estratégias para o tratamento da doenca.

Uma das formas de se fazer o diagndstico molecular é por meio do sequenciamento
de nova geracdo (NGS). Essa técnica gera uma grande quantidade de dados, que
muitas vezes ndo sdo explorados, pois, em geral, os pesquisadores procuram por
genes ja conhecidos como forma de diagnosticar a doenca. Todavia, podem existir
outros genes que, quando alterados, causem a doenga ou alterem a manifestacao
clinica de um paciente, que estejam relacionados a formacao 6ssea, cartilaginosa ou

de colageno e que nao foram ainda pesquisados.

Utilizando ferramentas computacionais e softwares que possuem mecanismos de
filtragem de dados, é possivel selecionar, nos dados gerados pelo sequenciamento,
genes alterados em pacientes, e investigar se as alteracdes encontradas tém alguma

relacdo com a doenca que ele manifesta.

Frente a necessidade de contribuir na divulgagdo do conhecimento dessa
enfermidade entre a comunidade cientifica, esse estudo tem por objetivo buscar novos
genes associados a Ol, utilizando ferramentas de bioinformatica a partir do
sequenciamento de DNA de nova geracdo de pacientes com Ol. Dessa forma, a
analise destes dados pode trazer informacdes ricas sobre alteracdes genéticas

relacionadas a doenca ou sobre as vias metabdlicas envolvidas com ela envolvidas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HISTORICO DA DOENCA

A partir do final do século XVII, os relatos de condicbes associadas a 0Sso0S
anormalmente frageis comecaram a aparecer. Em 1788, Olof Jakob Ekman, um
cirurgido militar sueco, descreveu uma familia em que quatro geracdes sofreram de
uma condi¢do hereditaria de fragilidade 6ssea que ele chamava de osteomalacia
congenita (WEIL, 1981). Algumas décadas mais tarde, o patologista francés Lobstein
relatou em seu Traité d"anatomie pathologique générale (1833) sobre trés criancas de
uma familia afetada por fragilitas ossium, que ele denominou como osteopsathyrosis
idiopathica. Notavelmente ele observou também que mais 6rgaos eram afetados pela
doenca, sem, contudo, dar maiores detalhes. Em 1849, o professor de Anatomia,
Fisiologia, Histéria Natural e Cirurgia Teorica da Athenaeum lllustre of Amsterdam,
Wilhem Vrolik, descreveu uma criangca com encurtamento e extremidades
deformadas, que morreu trés dias apos o nascimento: “No esqueleto € manifestada
lesdo por uma multiddo de fraturas. Nenhuma costela nem ossos longos foram
poupados: varios, na verdade, até mesmo exibem duas ou trés fraturas. Sem duvida
esta condicdo singular do esqueleto é atribuivel a ossificagdo imperfeita” (BALJET,
2002). Willem Vrolik foi um dos primeiros de sua época a perceber que a maioria das
displasias O6sseas nao era adquirida apés 0 nascimento, mas poderia ser uma
insuficiéncia na “energia generativa” durante gravidez. Essa afirmativa foi confirmada
pelo anatomista quando, estudando pecas anatdbmicas, constatou 0 comprometimento
da ossificacdo priméaria, e ndo uma degeneracdo secundaria. O caso do recém-
nascido com inumeras fraturas falecido trés dias apdés o nascimento (Figura 1) foi
descrito em seu livro Patologias Anatdbmicas, e decorreu da analise de um exemplar

doado a colecao de seu pai, 0 também anatomista Gerard Vrolik (BALJET, 2002).
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Figura 1: Figura representativa do exemplar dissecado por Willem Vrolik (BALJET, 2002).

Ao dissecar o exemplar, o professor Vrolik constatou que o0 recém-nascido
apresentava deficiéncias no desenvolvimento esquelético, que os ossos do cranio
eram unidos por bordas arredondadas, além de apresentarem fraturas e
irregularidades, que a face era curta e estreita, e que 0s demais 0Ssos estavam
fraturados em diversos pontos, sendo que, em algumas das fraturas, foram
identificados calos 6sseos decorrentes de prévia regeneracao intrauterina. Um dos
desenhos elaborados pelo anatomista para descrever esse exemplar foi intitulado, em
latim, Osteogenesis Imperfecta, sendo essa a primeira vez que esse termo foi utilizado
na literatura (BALJET, 2002; BALJET; GROEN, 1984).

Assim, em meados do século XIX, uma doenca chamada osteogenesis imperfecta
congénita foi definida como uma condicéo inerentemente diferente do raquitismo ou
da “doencga inglesa” pos-natal adquirida que se espalhou ao longo do século da
revolucao industrial (O’RIORDAN; BIJVOET, 2014).

Por cerca de meio século, osteopsathyrosis idiopathica e osteogenesis imperfecta
congénita permaneceram duas doencas diferentes, até que o patologista suico Emil
Looser forneceu evidéncias histologicas de que ambas as enfermidades eram
manifestacées do mesmo transtorno. Ele reconheceu que a Ol era uma condi¢éo

sisttmica rara de etiologia desconhecida, caracterizada por “desenvolvimento
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imperfeito de osso” e fez a primeira classificagdo em dois tipos, de acordo com o
momento em que ocorreu a primeira fratura: congénita (tipo Vrolik), com fraturas ja no
periodo perinatal, e tardia (tipo Ekman-Lobstein), quando as fraturas ocorreram apoés
o primeiro ano de vida. Essa primeira classificagao de Ol foi posteriormente modificada
por Seedorf, que subclassificou a Ol tardia em Ol tardia gravis, quando as primeiras
fraturas ocorreram no primeiro ano de vida devido ao desenvolvimento subsequente
de deformidades esqueléticas graves e Ol tardia levis, quando as fraturas ocorreram
mais tarde (WEIL, 1981).

Em 1969, Gray realizou a primeira descricdo de um caso de Osteogénese Imperfeita
identificado em uma mumia egipcia da 212 dinastia, datada de aproximadamente
1.000 anos antes de Cristo, encontrada as margens do rio Nilo pelo professor John
Garstang (GARSTANG, 1907 apud GRAY, 1969). Por meio de exames radiol6gicos e
de observacgOes realizadas pelo professor Gray, foi constatado que o exemplar
apresentava dentinogénese imperfeita, 0ssos longos deformados e o0ssos dos
membros inferiores arqueados (Figura 2), e que o coértex era composto de linhas
esponjosas e onduladas, caracteristicas tipicas da doenca (GRAY, 1969;
LOWENSTEIN, 2009).

Figura 2: Radiografia do exemplar encontrado pelo professor John Garstang (GRAY, 1969).
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Esse achado demonstrou que a doencga ja acometia povos da antiguidade, ndo sendo,
dessa forma, uma condicao recente, além de oferecer alguns subsidios historicos para
avaliacao da evolucédo da doenca (LOWENSTEIN, 2009).

2.2. CARACTERIZACAO DA DOENCA OSTEOGENESE IMPERFEITA

2.2.1. Manifestacdes Clinicas

Osteogénese Imperfeita (Ol) € o termo coletivo para um grupo heterogéneo de
sindromes do tecido conjuntivo, caracterizados principalmente por fraturas 6sseas ao
longo da vida. As caracteristicas principais dessa doenca envolvem fragilidade 6ssea,
predispondo a fraturas recorrentes e deformidades esqueléticas. As caracteristicas
secundarias incluem esclerética azul, perda de audicdo, dentinogénese imperfeita,
escoliose, comprometimento da funcdo pulmonar, anormalidades da valvula cardiaca,

fraqueza muscular e hipermobilidade das articulagdes (JIA et al., 2017).

2.2.2. Classificacao

Muitas formas novas de Ol ou doenca dos ossos frageis foram descobertas na
ultima década. A nomenclatura tradicional, de acordo com Sillence et al. (1979), define
os tipos de Ol de acordo com a gravidade da doenca. As formas recentemente
descobertas e especialmente o crescimento do conhecimento sobre a doenca tém
desafiado essa classificacdo. A nomenclatura de Sillence et al. (1979) foi
substancialmente ampliada com uma mudanca gradual de classificacdo fenotipica a
genotipica. Desde a primeira descricdo de OIl, em 1788 (BALJET, 2002), a

nomenclatura e a classificacdo da Ol evoluiram substancialmente.

Em 1979, Sillence e colaboradores observaram uma grande variabilidade clinica entre
Seus pacientes e com iSso propuseram, em suas pesquisas, uma classificacdo para a
Osteogénese Imperfeita.

Essa classificacéo foi feita por meio de dados clinicos e radiologicos, que permitiram
categorizar a doenga em quatro tipos qgue compreendem do mais leve até o inviavel a
vida (Tabela 1)
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Tabela 1: Classificacéo de Sillence e colaboradores (1979).

o Niveis de gravidade das caracteristicas
Classificagéo .
clinicas
Tipo | Leve
Tipo Il Letal pré e pos nascimento
Tipo 1l Grave
Tipo IV Moderada

Atualmente, com as descobertas de novos genes de heranca recessiva, foram feitas
reclassificacdes que se baseiam nos dados histoldgicos e genéticos. A classificacédo
mais recente, feita por Marini et al. (2017), estd demonstrada na tabela 2, que atribui

a Ol os tipos | até o XVIII, sendo que alguns casos ainda continuam sem classificacao.

Tabela 2: Classificacdo genética da osteogénese imperfeita.

. Tipo de
Gene Proteina o . _
mutado codificada O;teogeqese Heranca Caracteristicas clinicas
imperfeita
Colageno a1(l) A
COLIALOU | co1aT) oua2(l) | I, 11, 1l ou v+ | Autossomica Fenotipo classico
COL1A2 Dominante
(COL1A2)
Se::]reolggf‘e a Deformidade esquelética
proteina normal a severa,
transmembrana . ossificagﬁes ha
IEITMS5 induzida por Vv Autossdmica membrana intradssea,
. po Dominante banda radiodensa da
interferon restrita a :
05505 (BRIL: cabeca radial, gsclera
também conhe(:,ido normal a azul e, as vezes,
como IFM5) perda auditiva
Deformidade esquelética
moderada a severa,
Fator de pigmento Autossdmica presenca de ostedides,
SERPINF1 | derivado do epitélio Vi Recessiva padréo de osso lamelar
(PEDF) semelhante a escamas de
peixe, com inicio na
infancia
Proteina associada Autossdmica Rizomelia severa com
CRTAP a cartilagem VIl .
(CRTAP) Recessiva esclera branca
Prolyl Autossdmica i i
P3H1 3-hydroxylase 1 VIl . Rizomelia severa com
(P3H1) Recessiva esclera branca




Peptidyl-prolyl cis—

Autossdmica

Deformidade 6ssea

PPIB trans isomerase B IX . severa com esclera
Recessiva .
(PPlase B) cinzenta
Deformidade esquelética
Serpin H1 (também Autossémica severa, esclera azul,
SERPINH1 conhecida como X R . dentinogénese imperfeita,
ecessiva .
HSPA47) anormalidades na pele e
hérnia inguinal
Deformidade esquelética
65 kDa AutossOmica leve a severa, esclera
FKBP10 FK506- proteina de Xl . !
U Recessiva normal a cinzenta e
ligacéo (FKBP65) Py
contraturas congénitas
Deformidades
PLOD?2 Lysyl hydroxylase 2 Sem tipo Autossdmica esqueléticas moderadas a
(LH2) Recessiva severas e contraturas
progressivas das juntas
Proteina L Deformidade esquelética
” AutossOmica -
BMP1 morfogenética do Xl Recessiva leve a severa e hérnia
0sso 1 (BMP1) umbilical
Fator de Deformidade esquelética
transcricdo SP7 Autossdmica severa com atraso no
SP7 - ; Xl . )
(também conhecido Recessiva aparecimento dos dentes
como osterix) e hipoplasia facial
Canal de cétion
intracelular . .
trimérico tipo B Autossdmica Deformidade 6ssea
TMEM38B ] P . XV . severa com esclera
(TRIC-B; também Recessiva
. normal a azul
conhecido como
TM38B)
Anormalidades
i Autossdmica esqueléticas severas,
WNT1 Proto-oncogene XV Recessiva/ esclera branca e
wnt-1 (WNT1) _ o ;
Autossdmica possiveis defeitos
Dominante neurolégicos
Substancia
induzida
especificamente - . .
CREB3L1 | por astrocito antigo XVI A;?sesscgw;a Deform;:?/g(r-::sosseas
(OASIS; também
conhecido como
CR3L1)
SPARC (também Autossbmica | Fragilidade 6ssea severa
SPARC conhecido como XVl . 9 ;
; Recessiva progressiva
osteonectina)
Protease do sitio 2 Deformidade esquelética
do fator de Ligada ao X moderada a severa,
MBTPS2 transcrico ligado a XVIII recessiva esclera azul claro,

membrana (S2P)

escoliose e deformidades
peitorais

Fonte: adaptada de Marini et al. (2017).
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Esses dados evidenciam uma grande dificuldade de classificagdo dos pacientes
diagnosticados, sendo que, nos casos em que nao ha diagnoéstico genético, adota-se
a classificacao de Sillence et al. (1979).

ApoGs a ultima década de avancos em Genética, duas abordagens para classificacdo
da Ol se desenvolveram: uma abordagem clinica na qual os novos tipos recessivos
da doenca séo classificados dentre os tipos observados por Sillence et al. (1979), e
uma abordagem genética-funcional, na qual os tipos | a IV, de Sillence et al. (1979)
(osteogénese imperfeita classica) sdo reservados para mutacdes nos genes COL1A1l
ou COL1A2, e as alteragbes em novos genes sado classificados como novos tipos
(MARINI et al., 2017).

2.2.3. Genes

Mais de 80% dos casos de Ol sédo devidos a muta¢des nos genes COL1A1 ou
COL1A2, que codificam a a1 e a2 que sao cadeias de colageno tipo |, com padrao de
heranca autoss6mica dominante. Em geral, as muta¢cfes em genes nao relacionados
com o colageno séo associadas com formas recessivas de Ol, com excec¢ao no gene
IFITM5, que codifica uma proteina transmembrana dos osteoblastos que podem
regular os primeiros passos de mineralizacdo. Outra excecao é observada com uma
mutacdo no gene MBTPS2, associado a heranca ligada ao X recessivo. Geralmente,
mutacdes que causam perda de funcdo em homozigotos ou heterozigotos resultam
na diminuicdo severa ou na auséncia de producédo de proteina. Os genes com padrédo
de heranca recessiva de Ol podem ser geralmente categorizados com base nos
caminhos celulares em que suas func6es moleculares sdo executadas. Os genes
recessivos de Ol que sao envolvidos na biossintese do colageno, modificacdo poés-
traducional e processamento, incluem proteina associada a cartilagem (CRTAP),
P3H1, PPIB, FKBP10, SERPINH1, PLOD2, TMEM38B e BMP1. As muta¢cbes em SP7
e WNT1 resultam em defeitos no desenvolvimento e atividade dos osteoblastos. A
delimitacdo de mutacdes no fator de transcricdo ligado a membrana, peptidase site 2
(MBTPS2) e CREB3L1, realca a importancia critica da protedlise intra-membrana
regulada (RIP) no desenvolvimento esquelético. A compreensdo melhorada da
diferenciacdo osteoblastica e mineralizagcdo da matriz 6ssea € derivada de estudos de

Ol causados por mutacées em IFITM5 e SERPINF1. Geralmente, a identificacdo de
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novos genes causadores de Ol tem ampliado o escopo das vias celulares e biolégicas
para a patogénese da Ol (KANG; ARYAL A.C.; MARINI, 2017).

2.3. NEXT GENERATION SEQUENCING

Com a expansdo dos estudos de genbmica, a demanda por tecnologias
revolucionarias para a obtencdo de informacdo gendmica réapida, barata e precisa
tornou-se proeminente. Esse desafio impulsionou o0 desenvolvimento dos

equipamentos para sequenciamento de nova geracdo (MOROZOVA; MARRA, 2008).

A producgédo de dados em larga escala e a baixo custo, na ordem de milhdes de leituras
de sequéncias de DNA em uma Unica corrida, € a principal vantagem sobre 0s
métodos convencionais. Desde que foi introduzido no mercado em 2005, as
tecnologias de NGS tém tido enorme impacto na pesquisa genémica. Tecnologias de
nova geracao tém sido usadas para aplicagcdes convencionais como sequenciamentos
de genomas e para novas aplicacbes nao exploradas anteriormente pelo
sequenciamento Sanger, como a gendmica funcional com foco na transcriptémica e
epigendmica (SCHUSTER, 2008).

O sequenciamento de nova geracéo permite sequenciar o DNA em uma velocidade
maior, permitindo, dessa forma, grandes avancos cientificos e aplicacdes biolégicas
inéditas (MARDIS, 2008).

A variedade de caracteristicas do NGS torna possivel que mdltiplas plataformas
coexistam no mercado, com algumas tendo vantagens claras sobre outras, para
aplicacbes especificas. Dentre as tecnologias de nova geracdo comercialmente
disponiveis hoje destacam-se as plataformas 454, da Roche, HiSeq 2000, da Illlumina
e SOLID, da Applied Biosystems. As tecnologias de sequenciamento evoluiram
rapidamente e, no decorrer de 2011, novas plataformas foram lancadas; destaque
para o lon Torrent, da ThermoFisher, e o MiSeq, da lllumina (METZKER, 2010).

A plataforma lllumina utiliza uma metodologia similar ao método de Sanger, com
nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluor6foros. Os fragmentos séo
ligados a flowcell (placa de vidro) e a emisséo da fluorescéncia apos cada nucleotideo
inserido é registrada para a obtencao da leitura (MOROZOVA; MARRA, 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar novos genes associados a Osteogénese Imperfeita por meio de

recursos de bioinformética.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Pesquisar genes em bancos de dados gendmicos envolvidos com as vias
metabdlicas de formacédo Gssea, cartilaginosa e de colageno;

e Selecionar uma lista de genes candidatos na plataforma customizada de NGS;

¢ Realizar busca de mutacfes em genes relacionados com a formacéao 6ssea e
cartilaginosa em pacientes com Osteogénese Imperfeita que ndo possuam
mutacgdes identificadas em genes conhecidos;

e Verificar se as variacbes genéticas identificadas sdo potencialmente

patogénicas.
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4. METODOLOGIA

4.1. AMOSTRA

As amostras selecionadas para este trabalho foram provenientes de pacientes
atendidos no Hospital Infantil Estadual Nossa Senhora da Gloria, em Vitoria/ES, centro
de referéncia em tratamento da Osteogénese Imperfeita. Entre 0s pacientes
submetidos ao sequenciamento de DNA por NGS, quatro deles apresentaram
diagnéstico clinico para a Ol, porém, resultados ndo conclusivos de genética
molecular em NGS para os genes P3H1, CRTAP, PPIB, FKBP10, WNT1, SP7 e
SERPINF1, associados a Ol. Portanto esses quatro pacientes foram selecionados
para essa pesquisa (P.1, P.2, P.3 e P.4). A caracterizacdo dos pacientes estudados
guanto ao sexo, idade, tipo de heranca genética, tipo de Ol e dados clinicos estédo
descritos na tabela 3. Os heredogramas dos pacientes estéo representados na Figura
3.

O quadro clinico desses pacientes foi avaliado segundo a classificagdo de Sillence et
al. (1979), pois as alteracfes genéticas desses pacientes ndo eram conhecidas para

gue pudesse ser aplicada a classificacdo ampliada proposta por Marini et al. (2017).



Tabela 3: Caracterizacéo dos pacientes estudados.
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Pacientes P.1 P.2 P.3 P.4
Género Masculino Masculino Feminino Feminino
Idade (anos) 17 15 11 9

Heranca

Caso Isolado

Caso Isolado

Caso Isolado

Caso Familial

Classificacao

Tipo | Tipo llI Tipo IV Tipo Il
Sillence et al. (1979) P P P P
Membros i
) Coluna, torax,
Membros superiores e o
) ) o moderada em Membro inferior,
Deformidades superiores, leve a inferiores, .
0ss0s longos néo | leve a moderada
moderada moderada a
detalhados
grave
Azul ao ]
Esclera Normal . Normal Cinza
nascimento
Deficiéncia intelectual Sim Sim Nao Sim
Audicao Normal Normal Normal Normal
Visao Normal Normal Normal Normal
Mobilidade Normal Claudicacao N&o anda N&o detalhada
Hipermobilidade
Informac@es Dentinogénese Dentinogénese | das articulagdes, | Dentinogénese
adicionais imperfeita imperfeita problemas imperfeita

cardiacos
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ACeom

Figura 3: Heredogramas dos pacientes P.1 (A), P.2 (B), P.3 (C) e P.4 (D).
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4.2. SELECAO DOS PACIENTES ESTUDADOS

Apo6s o tratamento dos dados provenientes do NGS, a analise dos genes conhecidos
causadores de Ol nos quatro pacientes estudados neste trabalho gerou resultados
moleculares ndo conclusivos. Os quatro pacientes ndo apresentavam mutacdes nos
genes COL1A1 ou COL1A2. O paciente P.3 era portador de mutacdo no gene FKBP10
em heterozigose. O paciente P.4 era portador de mutagdo em heterozigose no gene
P3H1. Os genes P3H1 e FKBP10 estéo relacionados com Ol de heranca autossdmica
recessiva. Assim, para causar a doencga seriam necessarias duas mutacdes nestes
genes. As mutacfes previamente identificadas nos genes P3H1 e FKBP10, apesar de
preditas como patogénicas, ainda ndo foram descritas na literatura e ainda néo foram

realizados estudos funcionais para validar se s&o realmente patogénicas.

4.3. METODOS

Nesta pesquisa, foram selecionados quatro pacientes submetidos ao sequenciamento
de 460 genes por NGS. Foram realizadas filtragens das variacbes genéticas nos
genes selecionados de cada paciente, para identificar alteracfes raras, preditas como
patogénicas e em regides codificantes. Em seguida, no banco de dados gendémicos
Ensembl, foi feito um levantamento de genes candidatos, gerando 643 genes. A lista
de genes candidatos foi comparada com o0s genes selecionados dos pacientes,
restando 70 genes. Em seguida, foi realizada a exclusdo de variacbes genéticas
sinbnimas e a analise de predicdo de mutacdes e proteinas. A apresentacdo dos

meétodos esta esquematizada no fluxograma da figura 4.
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Geracgdo de dados de sequenciamento por NGS de 4

NGmero aproximado de genes no genoma humano

pacientes N ~ 20.000 genes
N = 460 genes *
l Selecdo de genes relacionados com metabolismo

0sseo (Ensem
Exclusdo de variantes genéticas comuns na populagao ( )

e variantes presentes em regides nao codificantes

N= 643 genes
N = 421 genes g

Palavras chave: Bone, Cartilage e Collagen

|
v

Sele¢do de genes candidatos na plataforma customizada de NGS por meio de filtragem

N = 70 genes
P.1 P2 P.3 P.4
N =10 genes N = 8 genes N =17 genes N = 17 genes

Exclusdo de alteragoes sindnimas

Y

Y

Y

P.1 P.2 P.3 P4
N = 3 genes N =1 gene N = 8 genes N =7 genes
Andlise de predi¢ao de mutagao

2 genes identificados como potencialmente causadores de Ol

Figura 4: Fluxograma da metodologia.
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4.4. ANALISE EXPERIMENTAL

4.4.1. Next Generation Sequencing

Foram obtidos dados gendémicos de NGS de uma plataforma customizada que
possuia 460 genes relacionados com doencgas neuromusculares, doencas de genética
do desenvolvimento e doengas do metabolismo 0sseo. Também faziam parte desta
plataforma os genes COL1A1, COL1A2, FKBP10, CRTAP, P3H1, SP7, e SERPINHL,

conhecidos como causadores de Ol.

Para a confeccao do NGS foi gerada uma biblioteca a partir do DNA dos pacientes no
painel Nextera — Illlumina. Esta biblioteca foi validada verificando-se a quantificagao
da amplificacdo pelo Bioanalyzer com o Kit High Sensivity DNA e analisando o
tamanho da biblioteca por Q-PCR com o kit KAPA Library Quantification no
equipamento Real Time LighCycler da Roche, conforme recomendado pelo préprio
fabricante. O sequenciamento ocorreu no equipamento MiSeq Illumina com 600 ciclos
(2x300) e cobertura média de 120X.

Na analise de dados foi utilizado o programa BWA para realizar o alinhamento das
sequéncias, encontrar os polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) e as
sequéncias com insercao e/ou delecdo (INDELs). Para o realinhamento das

sequéncias e geracao da lista de SNPs utilizou-se os programas Picard e o GATK.

Como controles foram utilizados dados genéticos de individuos fornecidos pelo grupo
colaborador da USP. Esta etapa do trabalho foi feita em colaboracdo do Laboratorio
de Genética do Desenvolvimento e do Genoma Humano, da Universidade de Sao
Paulo, com a técnica Meire Aguena, sob a supervisdo das professoras Maria Rita

Passos-Bueno e Mayana Zatz.
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4.5. ANALISE DE BIOINFORMATICA

4.5.1. Parametros de bioinformatica utilizados na selecéo das variantes sequenciadas

Visto que a Ol € uma doenca genética rara, foi feito o processo de filtragem para
excluir genes que possuissem variacdes genéticas comuns na populacdo. Essas
filtragens foram feitas utilizando-se os dados fornecidos pela plataforma do NGS, que
estao descritos a seguir:

O Alelle count (AC) indica a quantidade de alelos com alteragcdo na populagéo
estudada. Quanto maior for o nimero de alelos contados, maior a chance de que a
alteracao seja um polimorfismo. Portanto, ao excluir os AC maiores que 10 excluimos
0s possiveis polimorfismos e mantivemos as possiveis mutagdes, visto que, para ser

mutacdao, a alteracao deve ser pouco frequente.

Outra informacdo do NGS que foi utilizada foi o AVSIFT. O SIFT usa véarias
informacdes de alinhamento para prever substituicdes toleradas e deletérias para
cada posicao da sequéncia de consulta. O SIFT é um procedimento de varios passos
gue (1) busca sequéncias semelhantes, (2) escolhe sequéncias intimamente
relacionadas que podem compartilhar funcdo semelhante a sequéncia de consulta, (3)
obtém o alinhamento dessas sequéncias escolhidas e (4) calcula probabilidades
normalizadas para todas as possiveis substituicdes do alinhamento. As posicées com
probabilidades normalizadas inferiores a 0,05 apresentam grande possibilidade de
serem patogénicas, e aquelas cujos valores sdo maiores ou iguais a 0,05, prevé-se

gue sejam benignas (SIFT, 2018).

Portanto, como esta pesquisa tem como objetivo encontrar mutacdes patogénicas
relacionadas a Ol, foram selecionadas apenas mutagdes cujo AVSIFT fosse inferior a

0,05 e as que ndo possuissem informacao (NA).

A coluna “Func.refGene” da planilha do NGS indica a localizacdo do fragmento de
DNA analisado. Como a pesquisa tem por objetivo encontrar mutacées em genes
ainda nao associados a Ol, decidiu-se buscar as muta¢des encontradas em éxons,
gue sao as porgdes do gene que codificam a sequéncia de um polipeptidio ou uma
molécula funcional de RNA. Dessa forma, foram selecionadas apenas as alteracdes

presentes em exons.
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“‘Gene.refGene” é a coluna que contém os nomes dos genes e, por fim, a coluna
“ExonicFunc.refGene” classifica o tipo de alteracéo genética (sinbnima, ndo-sindnima,

frameshift, non-frameshift, stopgain ou stoploss).

4.5.2. Etapas de filtragem dos dados

Para a selecédo dos genes de interesse, foi realizada uma sequéncia de cinco etapas
de filtragem, utilizando o programa Microsoft Office Excel 2013, na ordem apresentada

a seguir:

A partir dos dados gerados pelo sequenciamento por NGS (N = 460 genes):

1: Foram excluidas as linhas cuja coluna “AC” fosse superior a 10;
2: Foram excluidas as linhas cuja coluna “AVSIFT” fosse superior a 0,05;
3: Foram selecionadas somente as linhas com “Func.refGene” iguais a “Exonic”

(éxon) e excluidas todas as demais linhas;

4. Foram excluidos da analise todos os dados gerados por NGS néo relacionados
aos genes indicados na lista gerada pelo Ensembl. Desta forma obteve-se

exclusivamente os dados de genes relacionados a formacgéo dssea e cartilaginosa;
5: Foram excluidas as mutacfes sindnimas.
As etapas de filtragem de dados estdo exemplificadas no anexo 1.

As etapas 1 a 3 foram realizadas mediante a aplicacdo de uma formula Unica,
representada a seguir:

“=SE('Sequenciamento NGS'$AH>10;"";SE(OU('Sequenciamento NGS'!$Yn<=0,05;
'Sequenciamento NGS'$Yn="NA");SE('Sequenciamento NGS''$Fnr="exonic";
'Sequenciamento [NGS'An;"™):"™))” onde:

n — namero da linha (registro contendo os dados de cada alteracdo genética);
AHn - identifica a coluna onde estao os resultados do parametro “AC”;

Yn — identifica a coluna onde estado os resultados do parametro “AVSIFT”
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Fn — identifica a coluna onde esté a informacédo acerca do local onde se encontra a

cadeia de nucleotideos alterada, indicada no NGS pelo nome “Func.refGene”

O resultado dessa filtragem foi a exclusdo de todos os registros cujos parametros,
analisados independentemente, apresentaram o valor “AC” superior a 10, o valor
“‘“AVSIFT” maior que 0,05 ou o campo “Func.refGene” com registro diferente de

“exonic”.

4.5.3. Selecao de genes candidatos

Apoés fazer a filtragem dos genes selecionando aqueles com maior probabilidade de
serem patogénicos nas etapas 1 a 3, foi realizada a etapa 4.

Com o objetivo de selecionar genes candidatos que estivessem relacionados com a
via. do metabolismo d6sseo no banco de dados genbémico Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html), foi realizada uma filtragem de todos os genes

conhecidos utilizando as palavras chave: bone, cartilage e collagen. Além disso, foram
aplicados filtros para “apenas pesquisando em humanos” e “apenas pesquisando

genes”. Essa busca gerou uma lista de 643 genes.

Paralelamente, foram obtidos resultados de sequenciamento de 460 genes dos

pacientes por NGS.

ApoOs esta etapa, foi feita uma filtragem no Microsoft Office Excel 2013 com o intuito
de manter os genes em comum. A férmula utilizada, transcrita a seguir, replicava, em
uma nova planilha, o conteudo das linhas da planilha original cujo campo “Gene”
apresentasse conteudo igual ao de alguma das células da planilha obtida a partir da

pesquisa no Ensembl:

“=SE(CONT.SE('Genes pesquisados''$A:$A;'Exclui linhas vazias limpa gene'!'$ln)=0

;""'Exclui linhas vazias limpa gene'!An)”, onde:

n — numero da linha (registro contendo os dados de cada alteracao genética);
A — coluna da planilha “Genes pesquisados” onde estavam relacionados os genes

obtidos a partir da pesquisa no Ensembl;
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In — célula de uma determinada linha (registro) onde estava informado o gene no qual

a alteracao sob andlise foi identificada;

O resultado dessa filtragem foi uma planilha com todos os registros que continham,
em seu campo “Gene”, algum dos 643 genes da lista obtida no Ensembl, contendo as
alteracOes identificadas em 70 genes, todos eles coincidentes com 0s genes
constantes da listagem obtida a partir da pesquisa no Ensembl. Os outros registros,
descartados para essa pesquisa, ndo estavam contidos na listagem de genes obtida
a partir da pesquisa no Ensembl.

Dos 460 genes analisados por NGS, 70 (10,9%) estavam entre os genes identificados

no Ensembl, relacionados com a via do metabolismo ésseo.

4.5.4. Exclusdo das mutacdes sindbnimas

Na etapa 5, foram excluidas as mutacdes sinénimas individualmente, sem a utilizacéo

de féormulas.

Com essa filtragem, foram obtidas informacdes de alteracdes genéticas relacionadas
a 0sso, cartilagem e colageno; potencialmente raras, potencialmente patogénicas, em

regiao de éxon e nao-sindnimas.

Os resultados foram agrupados por paciente para que cada caso pudesse ser

analisado individualmente.

4.5.5. Analise de predicdo de mutacdes e proteinas

Cada alteragéo encontrada foi avaliada nos softwares de predigéo:
- Mutation taster (http://www.mutationtaster.org/),
- PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml) e

- PROVEAN (http://provean.jcvi.org/seq_submit.php).
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Além disso, foram realizadas buscas no banco de dados do ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) para verificar se a alteracéo ja estava descrita

na literatura.

O MutationTaster emprega um classificador para eventualmente prever o potencial de
uma alteracao ser causadora de doenca. O classificador é alimentado com o resultado
de todos os testes e as caracteristicas das alteracdes e calcula as probabilidades de
gue a alteracdo seja uma mutacdo causadora de doenca ou um polimorfismo
inofensivo. Para esta previsdo, as frequéncias de todos o0s recursos Uunicos
para mutagdes / polimorfismos de doengas conhecidas foram estudadas em um
grande conjunto de treinamento composto por mais de 390.000 mutacbes de
doencas conhecidas no Human Gene Mutation Database (HGMD) e mais de
6.800.000 SNPs inofensivos e polimorfismos de Indel do Projeto 1.000 Genomas.
(http://www.mutationtaster.org/info/documentation.html).

O Projeto 1.000 Genomas fornece uma descricdo abrangente de humanos com
variacfes genéticas comuns aplicando o sequenciamento de todo o genoma em um

conjunto diverso de individuos de multiplas populacdes. (AUTON et al., 2015).

O Exome Aggregation Consortium (EXAC) € uma agregacéo em larga escala de dados
gendmicos humanos, ou seja, uma associacdo de pesquisadores que procuram
agregar e harmonizar dados de sequenciamento do exoma de uma variedade de
projetos de sequenciamento em larga escala e disponibilizar dados resumidos para a
comunidade cientifica em geral. O conjunto de dados fornecido neste site abrange
60.706 individuos nao relacionados, sequenciados como parte de varios estudos
especificos de doencas e de genética populacional. Portanto, este conjunto de dados
deve servir como um conjunto de referéncia util de frequéncias de alelos para estudos

de doencas graves (http://exac.broadinstitute.org/about).

Na base de dados do Mutation taster contém todos os polimorfismos de nucleotideos
unicos (SNPs) do banco de dados NCBI SNP (dbSNP). Se uma alteracdo foi
encontrada mais de quatro vezes em homozigose nos 1.000 genomas, ela é
automaticamente considerada como polimorfismo. O Mutation Taster também exibe
variantes de doencas conhecidas do dbSNP ClinVar. Se uma variante € marcada
como provavelmente-patogénica ou patogénica no ClinVar, prevé-se que ela seja
causadora de doenca, ou seja, a alteracdo € classificada automaticamente como

causadora de doenca.
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O PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) é uma ferramenta que prevé o possivel
impacto de uma substituicdo de aminoacidos na estrutura e funcédo de uma proteina
humana usando consideracgdes fisicas e comparativas diretas. Alguns dos destaques
séo: Pipeline de alinhamento de sequéncias mdltiplas de alta qualidade, classificador
probabilistico baseado no método de aprendizagem mecanica e foi otimizado para
analises de alto rendimento dos dados de sequenciamento da proxima geracao

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml).

O PROVEAN apresenta um indice de alinhamento versatii como uma métrica
para prever os efeitos nocivos de variagbes ndo limitadas a substituicbes de
aminoacidos simples, mas também insercbes no quadro, delecdes e multiplas
substituicbes de aminoacidos. Esta pontuacdo baseada em alinhamento mede a
mudanca na similaridade de sequéncia de uma sequéncia de consulta para um
homélogo de sequéncia de proteina antes e depois da introducdo de uma
variacdo de aminoacido na sequéncia de consulta. A ferramenta PROVEAN esta

disponivel on-line em http://provean.jcvi.org/seq_submit.php.

Todas as alteragbes também foram pesquisadas no banco de dados do NCBI para
verificar se j& haviam sido publicadas e se ja tinham sido feitos estudos clinicos

verificando a patogenicidade de cada alteragao.

Para a predicdo da estrutura secundaria da proteina do principal gene encontrado e
do gene com mutacdo, foi utilizado o site do Bloomsbury Centro de Bioinformatica

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).
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5. RESULTADOS

A metodologia adotada permitiu a identificacdo de variantes genéticas nos quatro pacientes, como descritos nas tabelas 4, 5, 6 e 7. Os
resultados da analise destes genes permitiram a identificacdo de dois genes potencialmente causadores de Ol: ALX1 e RYR1. A andlise
de predicdo de proteina ALX1 Homeobox 1 da sequéncia selvagem e sequéncia mutada demonstrou modificagdes da estrutura secundaria

desta proteina, como observado nas figuras 9 e 10. Essa mesma analise ndo foi possivel para a proteina codificada do gene RYR1, pois

o sistema de predi¢cdo de proteinas ndo foi capaz de analisar esta proteina devido ao seu extenso tamanho.

Tabela 4. Alteracdes genéticas encontradas no paciente 1.

Paciente: P.1
Alteracio na Predicao de Predicao de Predicdo Registro da
Gene Alelos | Alteracdo no DNA Tipo AVSift rotgeina mutacéo no mutacao de SNPs | de proteina mutag&o no
P Mutation Taster no PolyPhen-2 PROVEAN | ClinVar-NCBI
NM_006982: Delecéo Causador de
ALX1 0/1 exon3: Non- _ NA p.204_210del doenca — Longa N&o se aplica Deletério N&o consta
c.610_630del frameshift delecdo
NM_001848 Nao- Causador d P Iment Benigno/
| : o ausador de rovavelmente
COL6A1 0/1 exonlo: c.G1316A | Sinonima 00,05 p.R439Q doenca danoso Neutro Provavelmente
SNV benigno
NM_001849 Nao- Possivelment Benigno/
| : o . : ossivelmente
COL6A2 0/1 exon28: c.A3043C | Sinonima NA p.11015L Polimorfismo danoso Neutro Provavelmente
SNV benigno

NA = ndo avaliado; 0/1=heterozigoto; SNV = Variagdo de nucleotideo Unico




Tabela 5 - Alteracdes genéticas encontradas no paciente 2.

Paciente: P.2

Alteracio na Predig&o de Predicéo de Predicéo Registro da
Gene Alelos | Alteracdo no DNA Tipo AVSift rot?aina mutacéo no mutacéo de SNPs | de proteina mutagao no
P Mutation Taster no PolyPhen-2 PROVEAN | ClinVar-NCBI
N&o-
NM_057166: S . ' . ~
exon38: c.C7156T smsol\rlu\;na NA p.R2386C Polimorfismo Benigno Neutro N&o consta
NM_057167: Nao-
COLG6A3 0/1 exond0: ¢.C8359T smsol\rlu\;na NA p.R2787C Polimorfismo Benigno Neutro N&o consta
NM_004369: Nao- Possivelmente
exondl: c.C8977T 5|nSo|{l1|\;na NA p.R2993C Polimorfismo danoso Neutro N&o consta

NA = ndo avaliado; 0/1=heterozigoto; SNV = Varia¢édo de nucleotideo Unico
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Tabela 6 - AlteracGes genéticas encontradas no paciente 3.

Paciente: P.3

Alteracio na Predig;ao de Predicdo de Predicdo Regist~ro da
Gene Alelos | Alteragdo no DNA Tipo AVSift proteina mutacao no mutagédo de SNPs | de proteina | Mutagao no
Mutation Taster no PolyPhen-2 PROVEAN Clinvar-NCBI
NM_001177520: Delecao Causador de N30 se
ALPL 0/1 exonl0: Non- NA p.X448X doenca N&o se aplica aolica N&o consta
c.1343delG frameshift ¢ P
NM_004655: Delecao Causador de
exons: Non- NA p.670_673del doenca N&o se aplica Deletério Benigno
€.2013_2024del frameshift &
NM_004655: Nao- Causador de Provavelmente Benig:no/
AXIN2 0/1 - ' sindnima | NA p.V539M Neutro | Provavelmente
exon6: c.G1615A SNV doenca danoso benigno
. N&o-
NM—_OO4655' sinbnima NA p.S651L Polimorfismo Benigno Neutro Provavglmente
exon8: ¢.C1952T SNV benigno
NM 004369: Nao- Benigno/
COL6A3 0/1 exonl0: c.Ga727A | Sindnima | 00,02 p.R1576Q Polimorfismo Benigno Neutro Provavelmente
T SNV benigno
. Nao-
COMP 0/1 e)i\(l)'\:go(?%%ggSéG sinbnima NA p.N132K Polimorfismo Benigno Neutro N&o consta
T SNV
. Nao-
FKBP10 0/1 NM—_021939' sinbnima | 00,01 p.Q60P Causador de Provavelmente Deletério N&o consta
exonl: c.A179C SNV doenca danoso
GDF5 0/1 NM_000557 sirg\:“)i(i)r-na 00,04 P166H Polimorfismo Possivelmente Neutro Benigno
exonl: c.C497A SNV ' P- danoso 9
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NM_001077490: Insercio
exond: Nor?— NA (G331_Q332in Polimorfismo Nao se aplica Neutro Nao consta
c.992_993insGCA | . o0 SGQPL P
GCCCCT
GNAS 0/1
NM_080425: Insercio
exonl: R393 A394ins . : ~ . x
¢.1179_1180insGC framoer;-hift NA RAAP Polimorfismo N&o se aplica Neutro N&o consta
AGCCCCT
N&o-
NM_206933: o : ' . .
USH2A 0/1 exon71: c.T15377C smsol\rlu\;na NA p.15126T Polimorfismo Benigno Neutro Benigno
NA = ndo avaliado; 0/1=heterozigoto; SNV = Variacéo de nucleotideo unico
Tabela 7 - AlteragBes genéticas encontradas no paciente 4
Paciente: P.4
Alteracio na Predicéo de Predicéo de Predicéo Registro da
Gene Alelos | Alteracdo no DNA Tipo AVSift rot%ina mutagdo no mutacao de SNPs | de proteina mutac&do no
P Mutation Taster no PolyPhen-2 PROVEAN | ClinVar-NCBI
NM_004655: Delegéo Causador de
exons: . Non_h'ft NA p.670_673del doenca N&o se aplica Deletério Benigno
rameshi
AXIN? o1 €.2013_2024del i
NM_004655: | singnima | NA P525A Causador de - -
exonb: c.C1573G SNV P doenca Benigno Neutro Benigno
NM_000393 Nao- Causador d Provavelment Benigno/
|| : L ausador de rovavelmente L
COL5A2 0/1 exon22- c.C14544a | Sindnima | 00,00 p.P485Q doenca danoso Deletério Provavelmente
SNV benigno
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N&o-
NM_153717: A . , Provavelmente - .
EVC 0/1 exon3. ¢.C341T S|r1Sc>£|\;na 00,00 p.Al14V Polimorfismo danoso Deletério Benigno
NM_001146289: Néo- Causador de Provavelmente
P3H1 0/1 exonld: ¢.G2024T smsolg{;na 00,00 p.W675L doenca danoso Deletério N&o consta
RYR1 0/1 NM_001042723: sir,:cl?)i(i)r:na 00,00 L2368V Causador de Provavelmente Deletério N&o consta
exond4: c.C7102G SNV ' P doenca danoso
NM_004239: Nao- Causador d Possivel senigno/
TRIP11 0/1 - ' sindnima | 00,01 p.E712K ausadorde ossivelmente Neutro | Provavelmente
exonll: c.G2134A SNV doenca danoso benigno
N&o-
NM_206933: oo . , . .
exond8: c.G9430A smsol:;{;na NA p.D3144N Polimorfismo Benigno Neutro Benigno
USH2A 0/1
NM_206933: Nao-
exond7: c.A9296G smsoli:{;na NA p.N3099S Polimorfismo Benigno Neutro Benigno

NA = ndo avaliado; 0/1=heterozigoto; SNV = Varia¢édo de nucleotideo Unico
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Mapa de Estrutura Secundaria
Predicdes apresentadas sédo codificadas em cores dentro da sequéncia conforme a legenda apresentada abaixo.
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Figura 5: ALX1 sequéncia selvagem.
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Figura 6: ALX1 Sequéncia mutada.
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6. DISCUSSAO

6.1. VARIACOES GENETICAS IDENTIFICADAS

6.1.1. Paciente P.1

Neste paciente, que apresenta sintomas brandos de Ol, foram encontradas mutacdes
em heterozigose nos genes: ALX1, COL6AL1 e COL6A2.

6.1.1.1. Variante no gene ALX1

Foi identificada uma dele¢&o non-frameshift de 21 nucleotideos, resultando na perda
de sete aminoacidos, no gene ALX1 (ALX homeobox 1) que codifica uma proteina
associada a cartilagem (ZHAO et al., 1993). A mutacao identificada, ainda ndo descrita
na literatura, foi predita como causadora de doenca pelo Mutation Taster e pelo
PROVEAN. O segmento deletado é idéntico ao de vérias espécies de vertebrados,
como: Ptroglodytes (chimpanzé), Mmulatta (macaco Rhesus), Mmusculus (rato
domeéstico), Ggallus (galinha), Drerio (peixe-zebra) e Xtropicalis (rd), sugerindo que a
sequéncia deletada desta proteina possui importancia relevante em espécies
relacionadas evolutivamente (SCHWARZ et al., 2014). Além disso, essa variagdo
genética ndo foi encontrada no EXAC e nem nos 1.000 genomas, sugerindo se tratar
de uma alteracdo rara, compativel com a ocorréncia de doencas genéticas de baixa
prevaléncia na populacdo. N&o foram descritos na literatura casos de mutacgdes
heterozigéticas no gene ALX1. Porém j& foi relatado no gene ALX4, um gene da
mesma familia, que mutacdes em heterozigose geraram sintomas leves da doenca
genética displasia frontonasal (FND) (BERTOLA et al., 2013).

6.1.1.2 Variantes no gene COL6A1

Foi encontrada uma mutacédo em heterozigose, predita como causadora de doenca e
provavelmente danosa no gene COL6AL, que participa da formacéo do colageno VI
(LAMANDE; BATEMAN, 2018). Esta alterac&o genética resultou em uma substituicéo
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do aminoacido arginina para glutamina, o que poderia provocar mudangas nas

caracteristicas da proteina codificada.

Entretanto, esta mesma mutacdo ja foi relatada em heterozigose em 27
individuos no banco de dados dos 1.000 genomas e em 189 casos relatados
no ExXAC. Além disso, esta mutacdo teve predicdo de proteina neutra pelo
PROVEAN e foi divulgada com provavel significancia clinica benigna no
banco de dados do NCBI pelo EGL (Emory Molecular Genetics Laboratory)
em 2012 e pelo lllumina Clinical Services Laboratory (ICSL) em 2016 -

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/93810/#cvrec_primary93810).

Assim, apesar dos programas de predicdo sugerirem que esta seja uma alteracdo
patogénica, as evidéncias bioldgicas apoiam a hipotese de que esta mutacéo ndo seja

responsavel por causar doenca no ser humano.

6.1.1.3. Variante no gene COL6A2

Foi identificada uma mutacdo em heterozigose, predita como polimorfica pelo
Mutation taster e como possivelmente danosa pelo PolyPhen-2, no gene
COL6A2, que participa da formacdo do colageno VI (LAMANDE; BATEMAN,
2018). Houve uma alteracdo do aminodacido isoleucina para leucina, ambos de
carater neutro. Esta mutacdo possui 96 casos relatados em heterozigose no
banco de dados dos 1.000 genomas e 685 casos relatados no ExXAC. Esta alteragéo
ja foi descrita no banco de dados do NCBI sete vezes, entre 2012 e 2016, e apresentou
significancia clinica benigna em varios bancos de dados gendmicos [EGL em 2012,
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) em 2015, ICSL em
2016 e General Variant Classification Assertion Criteria (GeneDx) em 2016] -

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/variation/93952/).

6.1.1.4 Conclusao sobre as analises das variantes do Paciente P.1

Como o paciente P.1 nao apresenta mutacdes conhecidas, a mutacéo no gene ALX1
pode ser a causa das manifestacdes clinicas desse paciente. Com base nos

resultados obtidos e nas analises da literatura, este paciente é portador de uma
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mutacdo no gene ALX1, potencialmente patogénica, enquanto as alteracbes nos

genes COL6A1 e COL6A2 sao, provavelmente, benignas.

6.1.2. Paciente P.2

O paciente P.2 apresentou mutacdes em heterozigose no gene COL6A3, que codifica
uma proteina que participa da formagdo do colageno VI (LAMANDE; BATEMAN,
2018). Foram identificadas mutacdes de troca de nucleotideo que resultaram na troca
do aminoécido arginina (basico) para cisteina (neutro). Apesar dessas alteracdes néo
terem sido descritas no 1.000 genomas nem no NCBI e terem sido relatadas duas
vezes no ExXAC, elas foram preditas como polimérficas (Mutation Taster), benignas
(PolyPhen-2) e neutras (PROVEAN). Apenas a variante NM_004369 apresentou
predicdo de possivelmente danosa no PolyPhen-2, porém a respectiva proteina foi
predita como neutra. Assim, as estratégias in silico adotadas nesta pesquisa nao

identificaram mutacdes potencialmente patogénicas no paciente P.2.

6.1.3. Paciente P.3

Neste paciente foram encontradas mutacdes em heterozigose nos genes: ALPL,
AXIN2, COL6A3, COMP, FKBP10, GDF5, GNAS E USH2A.

Apesar de este paciente ser portador de uma mutacdo em um gene causador de Ol
previamente conhecido, o gene FKBP10, ele foi selecionado para a pesquisa porque
este gene esta relacionado com Ol de heran¢a autoss6mica recessiva e o paciente é
portador de mutacado em heterozigose neste gene, como confirmado neste trabalho.

Também foram encontradas, neste paciente, mutacdes nos genes COL6A3, COMP,
GDF5, GNAS e USH2A preditas como polimérficas pelo Mutation Taster e neutras
pelo PROVEAN. Além disso, as variantes dos genes COL6A3, GDF5 e USH2A foram
descritas pelo NCBI como de significancias clinicas benignas. Por isso, esses genes,

provavelmente, ndo estéo contribuindo para as manifesta¢des clinicas deste paciente.
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6.1.3.1. Variantes no gene COL6A3

O paciente apresentou uma mutacdo em heterozigose no gene COL6A3, que codifica
uma proteina que participa da formacgdo do colageno VI (LAMANDE; BATEMAN,
2018). Essa mutacao foi detectada pelo NGS em trés diferentes referéncias. Nas
referéncias NM_057166 e NM_057167, a mutacédo foi predita como provavelmente
danosa pelo PolyPhen-2, polimorfica pelo Mutation taster, neutra pelo PROVEAN e
nédo consta no banco de dados do NCBI. No caso do NM_004369, foi predita como
polimorfismo, benigno, neutro e foi relatado no NCBI como benigno. Assim, n&o foram
identificadas mutagdes potencialmente patogénicas para o gene COL6A3 no paciente
P.3.

6.1.3.2. Variantes no gene AXIN2

Mutacdes no gene AXIN2, em humanos, estao relacionadas a alguns tipos de cancer
e a problemas de mineralizacdo 6ssea (EHLEN et al., 2013; LIU et al., 2000). O

paciente P.3 apresentou trés mutacdes em heterozigose no gene AXIN2.

A primeira mutagao consistiu em uma delecao non-frameshift de 12 nucleotideos. Esta
delecéo foi previamente descrita em heterozigose em 101 casos nos 1.000 genomas
e 737 no ExXAC. Apesar de ela ser predita como causadora de doenca por dois
preditores (Mutation taster e PROVEAN), foi relatada com significancia clinica benigna
de acordo com GeneDx, 2014; ACMG, 2015 e Invitae Variant Classification (IVC),
2017.

A segunda mutacao foi de substituicdo de um nucleotideo, resultando em troca do
aminoacido valina (neutro) para metionina (neutro). A predicdo da mutacdo foi de
causadora de doenca (Mutation taster) e provavelmente danoso (PolyPhen-2), porém
foi relatada em heterozigose 67 vezes nos 1.000 genomas e 463 no EXAC e foi predita
como neutra pelo PROVEAN. No ClinVar foi predita como benigna ou provavelmente
benigna de acordo com GeneDx, 2013; ACMG, 2015; IVC, 2017 e ICSL, 2016.

A terceira mutacdo, que foi uma troca simples de base C>T, com mudanca de
aminodcido serina para leucina foi predita como polimorfismo. Sua significancia clinica

foi relatada no NCBI como provavelmente benigna por IVC, 2016 e GeneDx, 2017.
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Portanto, apesar de duas das mutagcbes em AXIN2 terem sido preditas como
potenciais causadoras de doencga, estudos funcionais demonstraram sua significancia
clinica benigna. Por isso, essas alteracfes, provavelmente, ndo estdo contribuindo

para os sintomas deste paciente.

6.1.3.3. Variantes no gene ALPL

Foi identificada uma mutacdo em heterozigose no gene ALPL, que codifica uma
proteina que participa da formacdo dos ossos (WHYTE, 2017). A mutacdo foi de
delecdo de um nucleotideo de guanina, predita como patogénica, sem alteracdo do
guadro de leitura da proteina. Esta mutacdo ocorreu no cédon de parada e alterou a
regidao de splicing. Apesar de estas mutacdes nao constarem no banco de dados do
NCBI, nem nos 1.000 genomas, elas ja foram relatadas em 34 casos em heterozigose
no EXAC. Esta alteracao foi avaliada usando-se a referéncia NM_001177520, mas as
analises de NGS também sugerem as referéncias NM_000478 e NM_001127501 para
a mesma mutacdo. As analises de predicdo geraram os mesmos resultados nas trés
referéncias. Aproximadamente 70% de variacdes no gene ALPL identificadas no NCBI
(Clinvar) estdo associados a hipofosfatasia. Esta € uma doenca genética rara que
afeta, especialmente, criancas e provoca deformacdes e fraturas em algumas regides
do corpo e perda prematura dos dentes de leite, por defeito na mineralizacdo éssea.
A transmissdo de formas graves é autossébmica recessiva, enquanto formas mais
leves podem ser transmitidas de forma autossdmica dominante ou recessiva. A
doenca decorre de mutacdes no gene da fosfatase alcalina tipo hepatica (ALPL),
também chamado de gene TNSALP. (BACON; CROWLEY, 2018; WHYTE, 2016).

Portanto, como varios sintomas da hipofosfatasia sdo semelhantes aos sintomas da
Ol, a alteracdo genética deste paciente indica que ele pode ser portador de
hipofosfatasia. Assim, sdo, no futuro, necessarios estudos complementares para

reavaliar o diagnadstico clinico.
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6.1.3.4. Conclusao sobre as analises das variantes do Paciente P.3

As analises deste trabalho sugerem que as mutacdes identificadas no paciente P.3,
nos genes AXIN2, COL6A3, COMP, GDF5, GNAS e USH2A, séo benignas.

Este paciente também é portador de mutacées em heterozigose em dois genes: 1) no
gene FKBP10, relacionado com Ol com padréo de heranca autossémica recessiva e
2) no gene ALPL, relacionado com hipofosfatasia, doenga com sintomas de

sobreposi¢ao com Ol.

Assim, sdo necessarios estudos complementares para esclarecer o diagnéstico clinico
deste paciente, para que, em conjunto com os dados de genética molecular, seja
possivel contribuir com a ampliacdo do nosso conhecimento sobre as bases

moleculares da doenca investigada.

6.1.4. Paciente P.4

No paciente P.4 foram encontradas mutacdes em heterozigose nos genes: AXIN2,
COL5A2, EVC, P3H1, RYR1, TRIP11 e USH2A.

Mutacdes no gene P3H1 sdo a causa de Ol de heranca autossémica recessiva. Este
trabalho confirmou a presenca de apenas uma mutacdo em heterozigose neste
paciente, gerando um resultado molecular inconclusivo. Esta alteracao foi avaliada
usando-se a referéncia NM_001146289, mas as analises de NGS também sugerem
as referéncias NM_001243246 e NM_022356 para a mesma mutacdo. As analises de

predicdo nas diferentes referéncias geraram os mesmos resultados.

6.1.4.1. Variantes no gene AXIN2

Foram encontradas duas mutacdes preditas como causadoras de doenca no gene
AXIN2. Uma é idéntica a do paciente P.3: delecdo de 12 nucleotideos non-frameshift,
predita como causadora de doenca, mas com significancia clinica benigna de acordo
com GeneDx, 2014; ACMG, 2015 e IVC, 2017.
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A outra mutagdo encontrada neste gene foi de uma substituicdo do nucleotideo C para
G, que resultou na troca do aminoacido prolina para alanina. Esta mutacéo ja foi citada

e possui significancia clinica benigna (GeneDx em 2013 e IVC em 2017).

6.1.4.2. Variantes no gene COL5A2

Ocorreu uma mutacdo em heterozigose de substituicdo do nucleotideo C para A,
resultando em uma troca do amino&cido prolina para glutamina. Essa substituicdo
apresentou predicao de causadora de doenca, provavelmente danosa e deletéria. Ela
foi relatada em 6 individuos em heterozigose nos 1.000 genomas e 65 casos no ExXAC.
No entanto, a mutagdo consta no NCBI e possui significancia clinica benigna (IVC,
2017) e provavelmente benigna (GeneDx, 2017; Ambry Autosomal Dominant and X-
linked criteria, 2015 e ICSL, 2016).

6.1.4.3. Variantes no gene TRIP11

Ocorreu uma mutacdo no gene TRIP11 predita como causadora de doenca e
possivelmente danosa, porém ela foi relatada como neutra no PROVEAN e, no NCBI,
como benigna e provavelmente benigna, sendo afastada a sua significancia para os
sintomas da Ol. Apesar destas mutagdes ndo constarem no banco de dados do NCBI

nem dos 1.000 genomas, elas ja foram relatadas em 34 individuos no ExAC.

6.1.4.4. Variante no gene RYR1

No presente estudo, ocorreu uma alteracdo de substituicdo do nucleotideo C>G na
posicdo 7102, resultando na substituicdo do aminoacido leucina por valina (p.L2368V).
A predicbes de mutacdo desta alteracdo sugerem que ela seja patogénica. Esta
alteracdo foi avaliada usando-se a referéncia NM_001042723, mas as analises de
NGS também sugerem a referéncia NM_000540 para a mesma mutacdo. A analise
de predicdo para a referéncia NM_000540 foi relatada e esta descrita como uma
variante de significancia incerta (ClinVar). Além disso foi predita como patogénica pelo
Mutation Taster e pelo PROVEAN, enquanto que, pelo PolyPhen-2, foi predita como
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benigna. Ja para a variante NM_001042723, a alteracdo foi considerada como
patogénica por todos os preditores utilizados e ndo consta no banco de dados do
Clinvar (NCBI). Apesar de ter sido encontrado um resultado diferente entre as
variantes, a alteracdo € a mesma (p.L2368V), sugerindo que 0 paciente possua
apenas uma mutacdo que foi avaliada pelo NGS por duas referéncias distintas. Por
isso, essas analises sugerem que a variagdo encontrada no gene RYR1 do paciente

P.4 seja patogénica.

6.1.4.5. Concluséo sobre as andlises das variantes do Paciente P.4

De acordo com as analises de predicao, as alteracdes encontradas nos genes AXIN2,
COL5A2, EVC, TRIP11 e USH2A sao benignas.

Este paciente também é portador em heterozigose de mutacdes em dois genes: 1) no
gene P3H1 relacionado com Ol com padrdo de heranca autossémico recessivo e 2)
no gene RYRL1 relacionado com doencas musculares e relacionado também ao

metabolismo 6sseo.

6.2. GENES POTENCIALMENTE PATOGENICOS

6.2.1. Gene ALX1

O gene ALX1, também chamado de CART1, esta relacionado a doenca displasia
frontonasal, que descreve uma série de anormalidades. Principais achados incluem
verdadeiro hipertelorismo ocular; alargamento da raiz nasal; fenda facial média que
afeta o nariz e / ou labio superior e palato; falta de formacdo da ponta nasal e linha
frontal em forma de V (UZ et al., 2010). A perda completa da funcéo da proteina ALX1
provoca uma ruptura grave do desenvolvimento craniofacial precoce. Ao contrario da
perda de seu ortélogo murino, a perda de ALX1 humana néo resulta em defeitos do
tubo neural; no entanto, afeta severamente a fusdo orquestrada entre processos
frontonasais, nasomediais, nasolaterais e maxilares durante embriogénese em
estagio inicial (UZ et al., 2010).
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Recentemente, os pacientes com displasia frontonasal autossémica recessiva foram
ligados a mutacdes de perda de funcdo homozigéticas na familia de genes homeobox
ALX, que incluem genes ALX1, ALX3 e ALX4 (KAYSERILI et al., 2009; TWIGG et al.,
2009; UZ et al., 2010). Esta familia de genes pertence as homeoproteinas de classe
emparelhada e desempenha um papel importante nos processos complexos de
desenvolvimento craniano, bem como no fechamento do tubo neural e no
desenvolvimento de membros (MCGONNELL et al.,, 2011). Em contraste, as
mutacdes heterozigbticas de perda de funcdo em ALX4 foram originalmente
associadas a defeitos simétricos de ossificacdo parietal isolados na intersecdo das
suturas sagital e lambdoide, conhecidas como forames parietais ampliados, sem

caracteristicas faciais da displasia frontonasal (BERTOLA et al., 2013).

A proteina ALX homeobox protein 1 desempenha a funcéo de fator de transcricdo de
ligacdo ao DNA especifico da sequéncia que se liga a sequéncias palindrémicas nos
promotores e pode ativar ou reprimir a transcricdo de um subconjunto de genes (CAl,
1998; GORDON et al., 1996). Muito provavelmente regula a expressao de genes
envolvidos no desenvolvimento de estruturas craniofaciais derivadas do mesénquima.
No inicio do desenvolvimento, ele desempenha um papel na sobrevivéncia do

mesénquima do prosencéfalo (UZ et al., 2010).

Os genes homeobox codificam proteinas de controle do desenvolvimento que
controlam a formacéo do padréo embrionario e a ontogenia de tecidos especificos em
organismos tédo diversos quanto drosdfilas, ratos, humanos, plantas, nematédeos e
peixes-zebra (GEHRING; AFFOLTER; BURGLIN, 1994; WALTHER et al., 1991).

Em 1996, Gordon e colaboradores publicaram um estudo com o gene CART-1, que é
0 gene homologo ao ALX1 em ratos, o qual codifica uma proteina que € expressa na
formacéo da cartilagem durante a diferenciagdo inicial de condrdcitos. A sequéncia de
aminoacidos identificada pelo estudo deste gene em humanos é 95% idéntica a dos
ratos, indicando que a estrutura do CART-1 é altamente conservada.

O CART-1 mRNA foi detectado em altos niveis em células precursoras de condroécitos
e condrdcitos jovens. Estava presente em baixas quantidades em condrécitos
maduros e nao foi encontrado em tecidos nao-cartilaginosos (ZHAO et al., 1993). Essa
expressao restrita do CART-1 em células precursoras de cartilagem sugerem que 0
CART-1 pode estar envolvido no controle das células-tronco para a linhagem de

condrdcitos (GORDON et al., 1996) e com o desenvolvimento da cartilagem (ZHAO et
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al., 1994). Como o desenvolvimento da cartilagem esta intrinsecamente relacionado
ao desenvolvimento 6sseo, mutacdes neste gene podem levar a falhas no

desenvolvimento 6sseo.

No presente estudo, a mutacado no gene ALXL1 foi identificada em um paciente com
sintomas leves de Ol. Na regido da mutagdo houve uma delecdo de sete aminoécidos.
A proteina com esse segmento deletado sofre mudancas na porcdo anterior e
posterior a mutacdo na estrutura secundaria predita da proteina (Figuras 5 e 6). A
figura 5 representa o esquema da estrutura secundaria do ALX1 selvagem e, a figura
6, representa 0 mesmo esquema, porém com a proteina mutada. Na posi¢do 169 a
170 da proteina ocorre uma interrupgao precoce na estrutura em a-hélice. Na posicéao
177 a 180 ocorre uma interrupg¢ao prematura do segmento em a-hélice alterando uma
sequéncia de ligacdo proteica predita. Nas posi¢cdes 300 a 307 e 310 a 313 ha
formacdo de uma a-hélice ndo existente na proteina selvagem que invade parte da
zona de ligacdo da proteina. Todas essas alteracdes podem influenciar na estrutura

tridimensional e funcional da proteina ALX1.

Assim, infere-se que esta mutacao € potencialmente causadora de Ol.

6.2.2. Gene RYR1

O gene RYRL1 codifica a proteina Ryanodine receptor 1, que funciona como um canal
de célcio que medeia a liberacdo de Ca2 + do reticulo sarcopldsmico no citoplasma e,
desse modo, desempenha um papel fundamental no desencadeamento da contracao
muscular (MONNIER et al., 2005; TILGEN et al., 2001).

As mutacOes neste gene estdo associadas as doencas hipertermia maligna (MHS),
doenca do nucleo central do musculo (CCD) e doenca multiminicora com
oftalmoplegia externa (MMDO), todas relacionadas com o tecido muscular. A mais
estudada e mais conhecida delas é a hipertermia maligna. A hipertermia maligna (MH)
€ uma miopatia potencialmente fatal desencadeada pela exposicdo a anestésicos
volateis e / ou relaxantes musculares despolarizantes. A susceptibilidade ao MH esta
associada principalmente a mutacées dominantes no gene do receptor do tipo 1 de
rianodina (RYR1). Estudos genéticos recentes mostraram que as variantes de RYR1

sdo a causa mais comum de miopatias congénitas dominantes e recessivas - doenca
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central e multiminicora, despropor¢cdo congénita do tipo de fibra e miopatia
centronuclear (MORONI et al., 1995).

A doenca do nucleo central do musculo € uma miopatia congénita autossémica
dominante, mas também existe uma forma autossdmica recessiva grave. Observa-se
variabilidade clinica e histolégica. Individuos afetados tipicamente apresentam
hipotonia e fraqueza muscular proximal na infancia, levando ao atraso dos marcos
motores. O curso clinico da doenca geralmente € lento ou ndo progressivo na idade
adulta e a gravidade dos sintomas pode variar de fraqueza muscular normal a
significativa (ZHANG et al., 1993).

A doenca multiminicora com oftalmoplegia externa é um transtorno neuromuscular
heterogéneo. As caracteristicas gerais incluem hipotonia neonatal, desenvolvimento
motor retardado e fragueza muscular generalizada e amiotrofia, que podem progredir
lentamente ou permanecerem estaveis (JUNGBLUTH et al., 2005).

O RYR1 também estd envolvido no processo de formacdo do osso, ou de uma
substancia 0ssea, ou a conversdo de tecido fibroso ou de cartilagem em 0sso, € na
progressao do esqueleto desde a sua formacédo até o estado maduro (EBI, 2018).
Também pode mediar a liberacdo de Ca2+ em neur6nios e, desse modo, promover a
sinalizacdo prolongada de Ca2+ no cérebro. Necessario para o desenvolvimento
embrionario normal das fibras musculares e do musculo esquelético. Necessario para
a morfogénese cardiaca normal, desenvolvimento da pele e ossificacdo durante a
embriogénese, por similaridade com o RYR1 de ratos (UNIPROT, 2018).

Estudos demonstraram haver conexdo entre 0s receptores de rianodina e o
funcionamento de osteoblastos mediante a interferéncia no transporte de cations
Ca2+ nessas células. O Calcio é um importante regulador da fixacdo, da mobilidade,
da funcdo endossbmica (PIPER; LUZIO, 2004) e da sobrevivéncia celular
(HAINOCZKY; DAVIES; MADESH, 2003). Adicionalmente, célcio € usado por células
de formacgdo 6ssea e degradacdo 6ssea como um mediador secundario de horménio
e da acado da citosina. Essas ac¢fes incluem papéis na comunicacao intercelular em
grupos de osteoblastos que sdo conectados por “jungdes gap” (HENRIKSEN et al.,
2006). Esses grupos de osteoblastos funcionam de forma coordenada na sintese e
manutencdo O0ssea e sdo coletivamente conhecidos como Osteons. Osteoblastos
nesse grupo sao conectados por juncdes gap que sao capazes de propagar sinais nos

grupos de células, incluindo ondas de calcio (XIA; FERRIER, 1992). Canais de calcio
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adicionais podem estar envolvidos no acoplamento metabdlico osteoblastico
intracelular, incluindo o receptor de rianodina, receptores purinérgicos e IP3Rs
(JYRGENSEN et al., 2003; SUN et al., 2002; WHYTE, 2017).

Assim, evidenciada a importante funcdo do gene RYR1 no metabolismo 6sseo, infere-

se que esta mutacdo € potencialmente causadora de Ol.

7. CONSIDERACOES ADICIONAIS

Apesar dos resultados deste trabalho terem identificado genes potencialmente
patogénicos em Ol, sabe-se que estes resultados ndo sdo conclusivos. Estudos
funcionais em pesquisas futuras dos genes identificados sdo necessarios para validar
a hipétese de que os genes ALX1 e RYR1 estdo relacionados com Osteogénese

Imperfeita.

Além disso, destaca-se, neste trabalho, a utilizacdo de estratégias de bioinformética
com programas de facil utilizacdo como o Microsoft Office Excel, que torna mais
acessivel a pesquisa por profissionais das areas Biologicas e de Saude, ja que a
utilizacdo da bioinformatica, na maioria das vezes, requer conhecimentos especificos
nas areas de informatica, sendo um campo de trabalho ocupado, principalmente, por

cientistas e engenheiros da computacéo.

8. CONCLUSOES

A partir de genes sequenciados por NGS em pacientes com Osteogénese Imperfeita
gue apresentavam diagnostico molecular inconclusivo, foi possivel, identificar genes
candidatos potencialmente causadores de doenca por meio de estratégias in silico.
Os resultados sugerem que os genes RYR1 e ALX1 s&o potenciais alvos para estudos
funcionais relacionados a Ol. Estes resultados corroboram que os mecanismos de
busca de genes por recursos de bioinformética sdo de grande importancia para
direcionar futuros estudos funcionais em busca de novos genes em doencas

genéticas.
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ANEXO | = AMOSTRA DA PLANILHA DO NGS COM OS PRINCIPAIS PARAMETROS ANALISADOS.

A B C E F W AF AL AP AV BA

1 Chr -|start ~ [Alt ~|Func.refGene - |Gene.refGene |~ |ExonicFunc.refGene ~|avsift |~ [AC - |F9491-1 - |F9495-1 ~|F9501-1 - |F9506-1 -
116 chrl 11852300|T intronic MTHFR NA NA 35(0/0:182,0:182:99|0/0:89,0:89:99|0/1:66,64:130:99|0/1:38,42:80:99
117 | chrl 11852303 (A intronic MTHFR NA NA 4|0/0:186,0:186:99|0/0:93,0:93:99|0/0:134,0:134:99|0/0:81,0:81:99:(
118 chrl 11852341|G exonic MTHFR synonymous SNV NA 1(0/0:227,1:226:99|0/0:135,0:135:10/0:186,0:186:99|0,/0:100,0:100:9
119 chrl 11852342|G exonic MTHFR nonsynonymous SNV 0 1|0/0:228,0:228:99|0/0:138,1:138:10/0:192,0:192:99|0/0:99,1:99:99:(
120/ chrl 11854018|T exonic MTHFR synonymous SNV NA 4|0/0:249,0:249:99(0/0:193,0:193:{0/0:249,0:249:99|0/0:173,1:174:9
121 |chrl 11854085|A exonic MTHFR nonsynonymous SNV 0,01 1|0/0:245,0:246:99|0/0:201,1:208:10/0:239,0:244:99|0/0:183,0:186:9
122 chrl 11854086 (G exonic MTHFR nonsynonymous SNV 0,85 1(0/0:246,2:246:99|0/0:210,0:210:10/0:244,2:244:99|0/0:186,0:186:9
123 chrl 11854457 (A exonic MTHFR synonymous SNV NA 168|1/1:0,246:246:99|1/1:0,246:245:11/1:0,245:245:99|0,/1:146,104:248
124 chrl 11854476|G exonic MTHFR nonsynonymous SNV 0,12 43|0/0:245,4:247:99|0/0:244,1:244:10/1:130,117:246:10/1:145,104:248
125 chrl 11854755(A intronic MTHFR NA NA 109(0/1:100,107:207:/1/1:0,88:88:99|0/1:39,47:86:99:90,/0:136,0:140:9
126 chrl 11854896 |A exonic MTHFR synonymous SNV NA 8|0/0:228,0:228:99|0,/0:99,1:100:9{0/0:138,0:138:99|0/1:58,80:137:9
127 |chrl 11856378 |A exonic MTHFR nonsynonymous SNV 0 58|0/0:247,1:248:99|0/0:246,0:246:{0/0:249,0:249:99(0/0:250,0:250:9
128 chrl 11860342 (T exonic MTHFR synonymous SNV NA 1(0/0:219,0:220:99|0/0:122,0:122:10/0:189,4:192:99|0/0:104,0:104:9
129 chrl 11861345 (A exonic MTHFR synonymous SNV NA 1(0/0:244,1:244:99|0/0:223,0:223:10/0:246,0:246:99|0/0:242,0:242:9
130 chrl 11863057 |A exonic MTHFR synonymous SNV NA 9(0/0:242,1:247:99|0/0:235,0:235:10/0:245,0:245:99|0/1:99,127:224:
131 chrl 11866183 |T UTRS CLCNGE NA NA 10|0/0:153,0:153:99|0/0:79,1:80:99(0/0:129,0:129:99|0/0:98,0:98:99:(
132 |chrl 11866184 (G UTRS CLCNG NA NA 2|0/0:151,0:152:99|0/0:78,0:78:99(0/0:126,0:126:99| 0/0:98,0:98:99:(
133 chrl 11994929|T intronic PLOD1 NA NA 1|0/0:22,0:22:36:0,|0/0:21,0:21:33|0/0:10,0:11:15:0,|0/0:15,0:15:24:(
134 chrl 12008152|G intronic PLOD1 NA NA 1|0/0:122,1:122:99|0/0:85,0:86:99(0/0:93,0:95:99:0,|0/0:102,0:102:9
Legenda:

P 1 - Localizacdo da alteracdo genética
[ 1 2- Descricio da alteracdo genética
[ | 3-Denominacdo do gene alterado

4 - Parametros da alteragdo genética
5 - Aspectos relativos a alteracdo genética nos pacientes avaliados
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CAMPOS QUE COMPOEM A PLANILHA DO NGS

1 - Localizacado da alteracdo genética: Registros indicativos do cromossomo
onde o gene alterado se encontra e posi¢ao inicial e final da alteracao
identificada.

Campos: -Chr — Informacéo relativa ao nimero do cromossomo onde o gene

alterado esta localizado.

-Start — Informacé&o relativa a posicao ordinal do nucleotideo onde a

alteracao identificada inicia-se.

-End - Informacéo relativa a posicdo ordinal do nucleotideo onde a

alteracéo identificada encerra-se.

2 — Descricdo da alteracdo genética: Registros indicativos dos nucleotideos
substituidos, inseridos ou deletados e a parte do gene onde a alteracao foi

identificada.

Campos: -Ref — Nucleotideo ou conjunto de nucleotideos que deveriam estar
no local onde a alteracao foi identificada, registrado nos campos
‘Start” e “End”. No caso de insercdo, essa informagdo nao é
apresentada. No caso de dele¢do, o nucleotideo ou conjunto de

nucleotideos que foram excluidos do DNA analisado.

-Alt — Nucleotideo ou conjunto de nucleotideos que substituiram
aguele (s) informados no campo “Ref’. No caso de insercéo,
nucleotideo ou conjunto de nucleotideos inseridos na posicdo
indicada no campo “Start”. No caso de delecao, essa informacgao nao

€ apresentada.
-Func.refGene — Parte do gene onde a alteracao foi identificada.

3 — Denominacdo do gene alterado: Registro indicativo do gene onde a

alteracao foi identificada.

Campo: -Gene.refGene — Denominacédo do gene ou, caso nao se aplique,
identificacdo da é&rea do cromossomo onde a alteracdo foi

identificada.
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4 — Parametros da alteracdo genética: Registros indicativos das
caracteristicas, efeitos, tecidos afetados e outras informacfes relativas a

alteracéo identificada.

Campos: Os campos de interesse para a pesquisa estdo descritos na

Metodologia, no item 4.5.1.

5 — Aspectos relativos a alteracdo genética nos pacientes avaliados:

Registros que identificam os alelos afetados em cada paciente.



