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RESUMO

A Osteogénese Imperfeita (Ol) € uma doenca genética caracterizada por defeitos
estruturais da proteina do colageno tipo | ou por reducdo da sua biossintese
causando diminuicdo da massa 0ssea e a predisposicao a fraturas e deformidades
Osseas. Aproximadamente 90% dos individuos com Ol apresentam heranca
autossOmica dominante causada por mutacdes nos genes COL1A1l ou COL1AZ2.
Contudo, € crescente o numero de genes ligados a heranca autossémica recessiva
da Ol descritos na literatura. O gene CRTAP foi o segundo gene identificado
causando Ol com herancga recessiva. Este gene possui 6.622 pb, 7 exons e codifica
uma proteina de 46,5 KDa. O gene CRTAP codifica a proteina da cartilagem
associada (CRTAP) que faz parte do complexo prolil 3-hidroxilagéo, responsavel por
modificagbes pos-traducionais fundamentais durante a biossintese da molécula de
colageno. Mutacdes no gene CRTAP estéo relacionadas a forma grave ou letal da
doenca. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar as por¢des codificantes do gene
CRTAP e suas regides adjacentes em pacientes com Ol do estado do Espirito Santo
por meio da técnica de triagem de mutacdes de Polimorfismo Conformacional de Fita
Simples (SSCP) e sequenciamento. Foram estudados 24 pacientes com diagnostico
clinico de Ol do Hospital Infantil Nossa Senhora da Gloéria de Vitoria, Brasil. As
idades dos pacientes variaram de 2 a 16 anos (mediana: 14,5 anos) sendo 15
individuos do sexo masculino e 9 do sexo feminino, 11 pacientes apresentam a
forma leve da doenca, 5 a forma moderada e 9 a forma grave da doenga. Os casos
letais de Ol ndo foram obtidos por dificuldades metodolégicas. Foi encontrado o
polimorfismos ¢.534C>T no exon 2 do gene CRTAP, previamente relatado na
literatura, em pacientes da amostra. Nao foram identificadas mutacdes patogénicas
neste estudo. Os resultados desse trabalho sugerem que mutacdes no gene CRTAP
sdo raras na populacdo com Ol do ES, corroborando dados da literatura. Esses
dados poderdo auxiliar na elaboracdo de estratégias metodoldgicas mais eficientes

para o diagnéstico molecular de Ol.

Palavras-chave : Osteogénese Imperfeita autossémica recessiva, CRTAP, SSCP,

Espirito Santo.



ABSTRACT

The Osteogenesis Imperfecta (Ol) is a genetic disease characterized by structural
defects of type | collagen protein or by reducing its biosynthesis causing decreased
bone mass and predisposition to fractures and bone deformities. Approximately 90%
of individuals with Ol exhibit autosomal dominant inheritance caused by mutations in
the genes COL1A1 and COL1A2. However, the number of genes linked to autosomal
recessive forms of Ol is increasing in the literature. The CRTAP gene was the
second identified causing recessive inheritance OIl. This gene has 6622 bp, seven
exons and encodes a protein of 46.5 kDa. The CRTAP encoding the protein cartilage
associated (CRTAP) which is part of the collagen 3-hydroxylation complex,
responsible for post-translational modifications during the biosynthesis of collagen
molecule. CRTAP mutations are related to severe and lethal form of the disease. The
target of this research was evaluating the exons of CRTAP and its adjacent regions
in Ol patients from Espirito Santo thought the Single-Stranded Conformation
Polymorphism (SSCP) screening of mutations and sequencing. We studied 24
patients with clinical diagnosis of Ol from Hospital Infantil Nossa Senhora da Gloria
de Vitoria, Brazil. The patients’ ages ranged from 2 to 16 years (median: 14.5). The
sex proportion of the patients was 15 males and 9 females. Eleven patients have mild
clinical symptoms of the disease, 5 show moderate symptoms and 9 were severe
cases. The lethal Ol cases were not obtained by methodological difficulties. We found
the polymorphisms ¢.534C> T previously reported in exon 2 of the CRTAP gene in
patients from sample. No pathogenic mutations were found in this study. The results
of this study suggest that mutations in CRTAP are rare in ES population. These data
may assist in developing more efficient methodological strategies for molecular

diagnosis of Ol.

Key words: Autosomal recessive Osteogenesis Imperfecta;, CRTAP, SSCP, Espirito
Santo.
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1 INTRODUCAO

A Osteogénese Imperfeita (Ol) é uma doenca genética caracterizada por defeitos
estruturais da proteina do colageno tipo | ou por reducdo da sua biossintese
causando diminuicdo da massa 0ssea e aumento de fraturas (FOLKESTAD et al.,
2012). A principal caracteristica clinica dos pacientes afetados é a fragilidade e/ou
deformidade éssea. Em alguns casos também sdo observados outros sintomas,

como esclera azulada, deformidade dentaria, problemas auditivos ou cardiacos.

O primeiro individuo conhecido com Ol data de cerca do ano 1.000 aC. Esta
concluséo foi obtida apos estudo dos restos mumificados de uma crianga egipcia
(LOWENSTEIN, 2009). Sillence et al. (1979) foi um dos primeiros pesquisadores a
estudar a Osteogénese Imperfeita e propds que a doenca fosse subdividida de
acordo com sua gravidade, dados radiolégicos e genéticos em quatro diferentes

tipos: tipo | (leve), tipo 1l (letal), tipo 11l (grave) e tipo IV (moderada).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Osteogénese Imperfeita (ABOI), a
estimativa € de um caso para cada 20 a 50 mil nascimentos no Brasil, assim como
em outros paises. Apesar de alguns pesquisadores contestarem esse dado, pois o
diagnostico da Ol ainda é dificil e muitas vezes estabelecido tardiamente (Disponivel

em: <http://aboi.org.br/oque.html> Acesso em: 12 janeiro 2013).

Aproximadamente 90% dos individuos com Ol apresentam heranca genética
autossémica dominante causadas por mutacfes nos genes COL1Al ou COL1A2
(SYKES et al., 1990; KORKKO et al., 1998) que codificam respectivamente as
cadeias de pro-colageno alfa-1 e pro-colageno alfa-2. J4 a forma autossémica
recessiva da doenca pode ser caudada por oito genes diferentes, SERPINH1,
SERPINF1, FKBP10, PLOD2, SP7, LEPRE1l, CRTAP, PPIB, responsaveis,
geralmente, pelas formas mais graves da doenca e que codificam proteinas
envolvidas na biossintese de colageno tipo I, com excecdo dos genes SP7 e
SERPINF1 (CHRISTIANSEN et al.,, 2010; BECKER et al.,, 2011; ALANAY et al.,
2010; HYRY et al., 2009; LAPUNZINA et al., 2010; CABRAL et al., 2007; BARNES et
al., 2006 e BARNES et al., 2010).
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Analisando os dados presentes no banco de dados Osteogenesis Imperfecta Variant
Database-UK as muta¢gdes no gene CRTAP sdo a segunda causa mais frequente de
Ol com padrdo heranca recessiva, sendo que mutacdes no gene LEPREL sdo a
primeira (Disponivel em: <http://www.le.ac.uk/ge/collagen/> Acesso em: 20 janeiro
2013).

O Hospital Infantil Nossa Senhora da Gléria de Vitoria-ES, um dos 14 Centros de
Referéncia em Osteogénese Imperfeita do Brasil, reGne um grupo relativamente
grande de pacientes com esta doenca rara. Caracterizar o padrdo de mutacdes no
gene CRTAP em pacientes de Vitoria-ES ajudard na elaboracdo de estratégias

necessérias para o diagnéstico molecular da doenca.

A identificacdo das mutacbes e padrdo de heranca que causam a doenca
possibilitara a realizacdo do aconselhamento genético e a estimativa de risco de
recorréncia da Ol para os individuos em questdo. Assim, os resultados deste estudo
além de contribuirem para aumentar nosso conhecimento sobre 0s aspectos
moleculares da doenca em pacientes do Brasil, também poderdo auxiliar na

prevencao de novos casos de Ol na populacgéao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O COLAGENO E SUA ESTRUTURA

O colageno é uma das maiores e mais abundantes proteinas do organismo. Existem
diferentes tipos de colagenos identificados como os formadores de fibrilas, como os
tipos I, I, 1ll, V e XI (PROCKOP,1985). Estas proteinas compdem um importante
grupo de polipeptideos e sao caracterizadas por apresentarem um dominio de tripla
hélice continuo que se estende por mais de 1.000 aminoacidos (MARINI et al. 2007).

Cada cadeia consiste de repeticdes ininterruptas de Glicina-X-Y. O aminoacido
glicina ocupa a posi¢do axial da hélice, pois € 0 Unico compacto o suficiente para
tanto. Por isso, mutacdes que resultam na sua substituicdo por outros aminoacidos
perturbam de forma substancial a estrutura helicoidal da proteina. Na maioria das
vezes, 0s aminoacidos prolina e 4-hidroxiprolina, ocupam as posicoes X e Y da
cadeia polipeptidica, respectivamente (PIHLAJANIEMI et al., 1984). Estes dois
aminoacidos limitam a rotacdo das cadeias polipeptidicas. A tripla hélice é ainda
estabilizada por ligacdes de hidrogénio, muitas das quais requerem a presenca de 4-
hidroxiprolina (PROCKOP e KIVIRIKKO, 1995).

O colageno Tipo | é a proteina mais abundante e o principal constituinte da pele,
tendbes, ligamentos, ossos e muitos outros tecidos fibrosos. Esta proteina é
composta de trés subunidades, sendo duas delas cadeias de pré-colageno alfa 1,
codificada pelo gene COL1A1 e uma cadeia de pro-colageno alfa 2, codificada pelo
gene COL1A2. Estas cadeias sdo unidas inicialmente na extremidade carboxi ou C
terminal, de forma que a interacdo das 3 cadeias se propaga para a extremidade
amino ou N terminal como um ziper, constituindo a hélice tripla, de acordo com a
figura 1 (NUSSBAUM et al., 2001).
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a b C
Figura 1: Estrutura da Molécula de colageno tipo I. a) distribuicdo dos aminoacidos na molécula de
pro-colageno; b) tripla hélice; c) As trés hélices se enrolam com uma tor¢ao orientada a direita
Fonte:http://bifi.es/~jsancho/estructuramacromoleculas/5Proteinasfibrosas/colagenol. JPG
(modificado).

2.2 O COMPLEXO DA PROLIL 3 — HIDROXILACAO

A biossintese da molécula de colageno envolve uma série Unica de modificacdes
pos-traducionais que sdo catalisadas por diversas enzimas especificas
(MYLLYHARJU e KIVIRIKKO, 2004). No reticulo endoplasmatico rugoso (RER) das
células as trés cadeias de pro-colageno alfa sdo modificadas e unidas em tripla
hélice. Véarios dominios desta proteina sdo extensivamente hidroxilados e
glicosilados. A hidroxilacdo de multiplos residuos do aminoacido prolina em prolil 4-
hidroxilase confere estabilidade térmica para a tripla hélice, enquanto que a
hidroxilagao de lisina em lisil-hidroxilase fornece pontos de ligacdo para as unidades
de hidratos de carbono (que podem ser de galactose ou glucosil-galactose) e
desempenha um papel crucial na formacdo dos pontos de ligacbes intra e
intermolecular (MARINI et al., 2007).

O complexo prolil 3-hidroxilacdo (P3H) € responsavel pela hidroxilacdo dos
aminoacidos prolina nas posi¢cdes 986 (Pro986) e 707 (Pro707) nas cadeias alfal(l)

e alfa2(1), respectivamente. Além disto, este complexo pode atuar como uma
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chaperona molecular ajudando no reconhecimento de seu substrato (ISHIKAWA,
2009). Por outro lado, em outros colagenos, como nos tipos IV e V, a hidroxilacéo
ocorre em varios dos residuos de prolina que constituem a cadeia polipeptidica
(BENTZ et al., 1983).

O complexo P3H é formado pela associacdo de trés proteinas, na proporcao de
1:1:1, multifuncionais que exercem papeis extracelulares independentes. S&o ela:
prolil 3-hidroxilase 1(P3H1), ciclofilina B ou peptidil isomerase cis-trans prolil (PPIB)
e proteina da cartilagem associada (CRTAP) (VRANKA et al., 2004).

A enzima prolil 3-hidroxilase 1 (P3H1) é codificada pelo gene LEPREL. Dentre as
suas funcdes, foi observada como proteoglicana da matrix extracelular e como
supressor de crescimento. Mutagbes no LEPRE1 podem causar a reducgao da prolil
3-hidroxilacdo (MARINI et al., 2007; VRANKA et al., 2004).

A proteina ciclofilina B (CYPB) codificada pelo gene PPIB é responsavel pela
isomerizacao cis/trans das prolinas nas moléculas de pro-colageno. Cerca de 20%
dos aminoéacidos na tripla hélice de colagénio sdo de residuos prolil e as ligacdes
peptidicas na molécula madura devem estar na configuracéo trans para permitir o
dobramento adequado da tripla hélice. (PYOTT et al., 2011).

A proteina da cartilagem associada ou CRTAP tem 46,5 KDa e apresenta 401
aminoacidos, foi primeiramente encontrada em cultura de condrocitos e em
cartilagem de embrides de galinhas e ratos (CASTAGNOLA et al., 1997). Para
elucidar a funcéo de CRTAP in vivo, Morello et al. (2006) utilizaram ratos knock-out
para 0 gene CRTAP. Estes animais desenvolveram osteopenia grave, rizomelia
(encurtamento relativo na regiao proximal do osso longo em comparagdo com o

segmento distal) e cifose pronunciada aos 6 meses de idade.

A CRTAP é a proteina auxiliar (helper protein) do complexo e possui grande
homologia com a extremidade amino da proteina P3H1 (CHANG et al., 2010). E
expressa no sistema esquelético por condrocitos, osteoblastos e osteoclastos.
Embora esteja predominantemente localizada no RER, também €& encontrado na
matriz extracelular (CASTAGNOLA et al., 1997; MORELLO et al., 2006).
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Valli et al. (2011) identificaram uma mutacdo no exon 1 do gene CRTAP, em um
menino egipcio com OIl. Este paciente apresentou reducdo de, aproximadamente
10%, dos niveis normais da proteina CRTAP e auséncia total de expressdo desse
gene em cultura de fibroblastos. A molécula de colageno tipo | deste paciente
apresentou uma reducdo no rendimento da 3-hidroxilagcdo da Pro986 de 95% em

relacéo ao controle normal.

Gene LEPRE1 CRTAP PPIB

Chromosome 1p34.1 3p22.3 15q21-22

<D s P

— L — —

P3H1 CRTAP CyPB

736 aa 401 aa 216 aa

P4aH

LOH *

Figura 2: Esquema representativo do complexo da prolil 3-hidroxilacdo. FONTE: MARINI et al., 2007.

2.3 OS GENES CAUSADORES DA OSTEOGENESE IMPERFEITA

Mutacdes nos genes COL1A1 e COL1A2, localizados respectivamente em 17g21.33
e 7921.3, geram as formas autossémicas dominantes da Ol e codificam as
moléculas de pro-colageno alfal e pré-colageno alfa2, respectivamente
(PIHLAJANIEMI et al.,, 1984). As mutacOes nestes genes podem resultar em

deficiéncia quantitativa ou alteragcbes na sequéncia de aminoacidos que levam a
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defeitos estruturais da tripla hélice, secrecdo alterada e/ou formacéo de fibrilas
anormais (BYERS E COLE, 2002).

Semler et al. (2012) e Cho et al. (2012) identificaram simultaneamente uma mutacéo
heterozigética na regido 5-UTR do gene IFITM5, localizado em 11p15.5, em
pacientes com a forma autossémica dominante de Ol. A expressdo deste gene é
restrita ao tecido esquelético e produz uma proteina transmembranar que é induzida
por interferon 5 (IFITM5). A funcdo de IFITM5 ainda ndo € bem compreendida, mas

acredita-se que esteja envolvida no processo de formacédo dos 0ssos.

Os genes gue quando mutados levam as formas autossdmicas recessivas da Ol
foram recentemente identificados e sdo: SERPINH1, SERPINF1, FKBP10, PLOD?2,
SP7, LEPRE1, CRTAP, PPIB (VAN DIJK et al., 2011; HOMAN et al.,, 2011,
LAPUNZINA et al., 2010; WILLAERT et al., 2009).

A chaperona HSP47, codificada pelo gene SERPINH1, atua direcionando a tripla
hélice de pro-colageno tipo | ao complexo de Golgi e monitorando sua integridade
(VAN DIJK et al., 2011). Este gene se encontra em 11q13.5.

O gene SERPINF1 esta localizado em 17p13.3 e codifica a proteina PEDF (Protein
Pigment Epithelium-Derived Factor) conhecida principalmente por seu papel de
inibidor da angiogénese e como fator da diferenciagédo celular. No entanto, andlises
de expressado no tecido 6sseo a partir de ratos de tipo selvagem e em experiéncias
in vitro com células de murinos indicam que a PEDF participa da formacé&o do osso e
da sua remodelacdo (BECKER et al., 2011).

O gene FKBP10 esta localizado em 17g21.2. Codifica a proteina de ligacdo FK506
(anteriormente conhecido como FKBP65) membro da familia das FKBPs que tém
sido implicadas em processos celulares, tais como a isomerizagao peptidil-prolil cis-
trans e funcdes de chaperonas. Em estudos in vitro desta proteina tém demonstrado

capacidade para interagir com a tripla hélice de colageno (ISHIKAWA et al., 2009).

O gene PLOD2, localizado em3qg24, produz uma enzima éssea especifica, a lisil

hidroxilase 2. Alteragbes nessa enzima resultam em ligagdes cruzadas aberrantes
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da molécula de colageno devido a hidroxilagéo insuficiente de residuos de lisina e

telopeptidos das moléculas de pro-colageno (HYRY et al., 2009).

SP7 codifica a proteina Osterix, um fator de transcricdo especifico de osteoblastos
gue tem sido demonstrado ser essencial para a formacéo de osso em ratos (SUN et
al., 2010; ZHOU et al., 2010). Esta localizado em 12q13.3.

O gene LEPREL1 possui 15 exons e esta localizado em 1p34.1. Este gene codifica a
proteina prolil 3 hidroxilase-1(P3H1). Este € um dos genes com maior taxa de

mutac&o das formas autossdmicas recessivas de Ol estudadas (CABRAL, 2007).

E o gene PPIB possui 5 exons e esta localizado em 15921-g22. Este gene codifica a
proteina de ligacéo ciclosporina, que juntamente com as proteinas P3H1 e CRTAP
formam o complexo da prolil 3 — hidroxilacdo que atua promovendo modificacdes

pés traducionais na molécula de colageno | (ISHIKAWA, 2009).

O gene CRTAP esta localizado em 3p22.3, é composto por 7 exons e apresenta
6.622 pb. Esse gene codifica a proteina da cartilagem associada (CRTAP) de 46,5
KDa e possui 401 aminoacidos (MARINI et al., 2007). Esse foi o primeiro gene de
heranca autossémica recessiva relacionado com a forma letal de Ol (BARNES et al.,
2006). Até o momento 21 mutacdes distintas foram descritas para esse gene
causando Ol (Disponivel em: <http://www.le.ac.uk/ge/collagen/> Acesso em: 20
janeiro 2013).

2.4 CLASSIFICACAO DA OSTEOGENESE IMPERFEITA

Em 1979, Sillence et al. propuseram uma classificacdo da Ol com base em achados

clinicos e genéticos dos pacientes, de acordo com 0s seguintes parametros:

Tipo I: consiste na forma mais leve da doenca. Os pacientes apresentam pouca

deformidade Ossea, estatura bem prdoxima do normal, baixo nimero de fraturas,
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esclera azulada e alguns pacientes desenvolvem perda de audicdo. O tipo | é
subdividido em A se o paciente apresentar dentes normais ou em B se apresentar

deformidades dentérias especificas — dentinogénese imperfeita.

Tipo II: forma mais letal da doenca, com mortalidade no periodo perinatal ou nos
primeiros dias de vida. Os principais sintomas sdo presenca de 0ssos longos
curvados e curtos, com marcas oriundas de fraturas intrauterinas, insuficiéncia

respiratéria e malformacgfes no sistema nervoso.

Tipo Ill: forma n&o letal mais grave da doenca. E caracterizada por baixa estatura,
alto numero de fraturas, face triangular, dentinogénese imperfeita e perda de

audicao.

Tipo IV: forma de grande heterogeneidade clinica da doenca, com sintomas variando
de moderados a graves. Os pacientes apresentam perda de audi¢cdo, osteoporose,
fraturas vertebrais e deformidade nos ossos longos. Este tipo de Ol possui uma
subclassificacdo em (A) se o paciente apresentar dentes normais ou em (B) se

apresentar dentinogénese imperfeita.

ApoOs a identificacdo de mutacdes em genes associados com as formas AR de Ol
Forlino et al. (2011) propuseram modificacbes da classificacdo de Sillence et al.
(1979). Esta nova classificagdo leva em consideracdo, além de aspectos clinicos, a

causa genética molecular da doenga em cada paciente (Tabela 1).

Tabela 1: Classificacdo da Ol. Modificado de FORLINO et al. (2011).

TIPO DE Ol HERANCA FENOTIPO GENE
I AD Leve COL1Al1
I AD Letal COL1A1/COL1A2
1 AD Grave/ Deformagao COL1A1/COL1A2
progressiva
v AD Moderado COL1A1/COL1A2
V AD Histologia distinta Desconhecido
\i AR Defeitos na mineralizagao SERPINF1
VIl AR Grave a Letal CRTAP
VIII AR Grave a Letal LEPRE1
IX AR Moderado a Grave PPIB
X AR Grave a Letal SERPINH1
XI AR Deformacao progressiva FKBP10
Sindrome AR Contraturas das juntas PLOD2

de Bruck
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2.5 TRATAMENTO

Quando o diagndstico para Ol é estabelecido, o individuo afetado deve ser avaliado
por uma equipe multidisciplinar composta de geneticistas, ortopedistas, fisiatras,
endocrinologistas, fisioterapeutas, pediatras e dentistas. O tratamento engloba:
farmacologia, tratamento ortopédico, reabilitacdo fisica, tratamento dentério,
tratamento para perda auditiva e orientacdes quanto ao aconselhamento genético
(STEINER et al., 1993).

No tratamento farmacolégico sdo administrados bisfosfonatos, farmacos sintéticos
analogos ao pirofosfato, um produto normal do metabolismo humano. O mecanismo
de acdo dessas drogas envolve a inibicdo da reabsorcdo é6ssea por inducdo da
apoptose dos osteoclastos (MARINI, 2010). A terapia com bisfosfonatos em
pacientes com Ol se baseia em varios ensaios clinicos como de Philippi et al. (2009),
que observaram uma melhora significativa na densidade mineral 6ssea em

individuos afetados com Ol e tratados com bisfosfonatos orais ou intravenosos.

O uso de hormonio de crescimento para contornar a baixa estatura nos tipos Il e IV

de Ol ainda esta sob ativa investigacdo (MARINI et al., 2003).

Nos tipos lll e IV, em que a frequéncia de fraturas e deformacfes 6sseas é maior,
séo inseridas hastes intramedulares no canal da medula 6ssea, no centro dos 0Ssos
longos, para alinhar minimizar o nimero de fraturas (MONTI et al., 2010) (Figura 4).
Além disto, estes pacientes possuem maior chance de desenvolverem escoliose
grave o que pode levar a insuficiéncia pulmonar. Nestes casos a cirurgia corretiva é
frequentemente realizada para prevenir este sintoma, principalmente quando a

curvatura da escoliose € superior a 60 graus (MARINI, 2010).
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Figura 3: Radiografia de hastes intramedulares.
Fonte: VAN DIJK et al. 2011.

Os pacientes com dentinogénese imperfeita desenvolvem fraturas e desgaste
excessivo dos dentes devido a fragilidade destas estruturas. O tratamento nestes
casos pode ser realizado por nivelamento dos dentes com polimeros rigidos, a fim
de evitar infeccOes e deformidades faciais (MONTI et al., 2010).

Alguns estudos ja vém utilizando células tronco como uma possibilidade de
tratamento para Ol. Vanleene et al. (2011) observou uma reducdo em 84% no
namero de fraturas em camundongos com Ol tratados com células tronco fetais

humanas quando comparados aos nao tratados.

Deyle et al. (2012), isolaram células mesenquimais de pacientes com Ol e inativaram
0s genes mutados do colageno tipo | utilizando virus adeno-associado (AAV) in vitro.



23

As células mesenquimais foram diferenciadas em células-tronco pluripotentes
induzidas (iPSCs). Em seguida estas células foram novamente expandidas e
diferenciadas em células estaminais mesenquimais (iMSCs). Seus resultados
sugerem que a combinacdo da terapia génica e a indugdo de iPSC pode ser
utilizada para produzir células potencialmente terapéuticas em pacientes com

doencas genéticas.

2.6 DIAGNOSTICO DA OSTEOGENESE IMPERFEITA

O diagnostico clinico da Ol se baseia, a principio, em dados clinicos e radiologicos.
Mas com a grande variabilidade genética que a doenca apresenta torna-se
necesséario a investigacdo e definicdo do diagnostico molecular. Este diagnostico
possibilita a realizacdo do aconselhamento genético do paciente e seus familiares

em risco e permite a escolha do tratamento mais adequado para 0s pacientes.

A melhor estratégia para a definicdo do diagnostico molecular de Ol, proposta por
van Dijk et al. (2011), &, inicialmente, realizar 0 sequenciamento direto dos genes
COL1Al1l e COL1A2. Como 90% das mutacdes que causam Ol estdo localizadas
nestes genes , esta estratégia permite o diagnostico molecular da maioria dos casos.
Quando nao sdo encontradas mutagcdes nestes genes sugere-se 0 sequenciamento
direto dos genes que codificam as proteinas do complexo prolil 3 — hidroxilacdo
(LEPRE1, CRTAP e PPIB). Nos casos em que a mutacdo ndo for identificada apés
realizacdo das estratégias acima, deve ser realizado o sequenciamento direto dos

outros genes relacionados a doenga.

O uso desta estratégia metodolégica pode resultar no sequenciamento de mais de
10 genes por pacientes. Fator que pode inviabilizar diversos estudos em funcao de
seu alto custo. Assim, técnicas de triagem de mutagdo sédo escolhas metodoldgicas
que viabilizam estudo dessa doenca. Uma das metodologias mais empregadas na
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triagem de mutacdes € a técnica de Single-Stranded Conformation Polymorphism
(SSCP) descrito por Orita et al. (1989).

O SSCP baseia-se na tendéncia que as moléculas de DNA, sob a forma de fita
simples, apresentam de se dobrar e assumir uma conformacdo tridimensional
diretamente relacionada a sua sequéncia de nucleotideos. Assim, quando
submetidas a uma corrida eletroforética em gel ndo denaturante, a mobilidade
dessas moléculas depende ndo s6 do tamanho, mas também da sua sequéncia
(MIR et al., 2004).

O método SSCP possui eficiéncia que varia entre 60 a 95%, sendo mais eficiente em
fragmentos de DNA menores do que 300 pares de base. Essa técnica possui
vantagem de apresentar baixo custo, de ser de facil utilizacéo e de reduzir o nimero
de amostras que deverao ser sequenciadas em comparacdo com as outras técnicas.
(SUNNCKS et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as porcdes codificantes do gene CRTAP em pacientes com Osteogénese
Imperfeita atendidos no do Hospital Infantii Nossa Senhora da Gléria (HINSG),

Vitoria/ES, Brasil, para caracterizar o padrdo de mutagéo deste gene.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar a triagem de mutacBes pela técnica de PCR-SSCP nas porcoes
codificantes do gene CRTAP;

Analisar as porcfes codificantes do gene CRTAP em pacientes com Osteogénese
Imperfeita do HINSG, Vitoria/ES;

Sequenciar e analisar as amostra que apresentaram fragmentos com migracao

anormal em gel de SSCP.
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos do
Hospital Infantil Nossa Senhora da Gloria registrado sob n° 12/2010. Os individuos
gue concordaram em participar da pesquisa assinaram o termo de consentimento

livre esclarecido.

4.2 AMOSTRAS

Foram selecionados 24 pacientes ndo consanguineos com diagnostico clinico de Ol
estabelecido pela equipe médica do HINSG composta por: Dra. Maria Regina
Galveas Oliveira Reboucas, geneticista clinica, Dr. Valentim Sipolatti e Dra. Vanda
Regina Rangel Nunes, pediatras e Akel Nicolal Akel Jr., ortopedista. Como esta
doenca é rara, apresentando uma incidéncia de 1: 15.000 individuos na populacao,
o tamanho da amostra foi determinado pelo nimero de pacientes atendidos pelo
HINSG no periodo do estudo a que ainda ndo tinham diagndstico molecular definido.

Para fazer parte do grupo controle foram selecionados 100 individuos que n&o
apresentavam sintomas de Ol e que nao tinham parentesco com pacientes com a
doenca. Esta amostra foi formada por 55 mulheres e 45 homens com idade superior

a 18 anos.

N&o foram observadas mutacbes no gene COL1A1l nos pacientes dessa amostra
(MORAES, 2011). Também nao foram detectadas mutacdes na porcao inicial do
gene COL1A2 nos pacientes (ALMEIDA, 2011). Dois pacientes portadores de
mutacdes no gene LEPRE1, em heterozigose, (BARBIRATO, 2009) foram mantidos
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nesta pesquisa, pois apesar de casos digénicos nunca terem sido descritos nessa

doenca o estudo da Ol autossémica recessiva ainda € recente.

Os pacientes desta amostra apresentavam idades que variaram de 2 a 16 anos no
momento da coleta (mediana: 14,5 anos). A propor¢ao sexual foi de 15 individuos do
sexo masculino e 9 do sexo feminino. Pacientes com a forma leve da doenca
estavam presentes em 46% da amostra (11/24), pacientes com a forma grave em
37% (9/24) e com a forma moderada em 21% da amostra (5/24) (Tabela 2). Para
essa classificacdo a equipe médica utilizou a classificacdo tradicional proposta por
Sillence et al. (1979). Os casos letais de Ol ndo foram estudados devido a

dificuldades metodoldgicas.

Os heredogramas das familias com mais de uma crianca afetada ou que
apresentavam casamentos consanguineos entdo descritos na figura 4. Estes dados
sugerem que em quatro familias o padréo de heranca da doenca € autossémico
recessivo e em outras quatro € autossémica dominante (Figura 4). Os demais

pacientes sao 0s Unicos que apresentam Ol na familia (casos isolados).
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Tabela 2. Caracterizacdo clinica dos pacientes com Ol. AR: Autossomica Recessiva; AD Autossomica

Dominante

NUMERO REGISTRO SEXO (I,EI\T\([))SE) ACSLF;NE%EO P:ERRéh?Q?AE
1 C1 Masculino 10 Grave AR
2 C5 Masculino 12 Leve AD
3 c7 Masculino 9 Leve Caso isolado
4 C8 Masculino 9 Moderado Caso isolado
5 C10 Masculino 7 Leve Caso isolado
6 Cc11 Masculino 9 Moderado Caso isolado
7 C12 Masculino 8 Grave Caso isolado
8 c21 Feminino 16 Grave AR
9 Cc24 Masculino 2 Grave Caso isolado
10 C26 Masculino 4 Grave Caso isolado
11 c27 Masculino 4 Leve AD
12 C29 Feminino 13 Leve Caso isolado
13 C30 Feminino 4 Moderado Caso isolado
14 C33 Feminino 4 Grave Caso isolado
15 C36 Feminino 1 Moderado Caso isolado
16 C41 Feminino 6 Moderado Caso isolado
17 C42 Feminino 11 Leve AR
18 C43 Feminino 2 Grave AR
19 C45 Feminino 7 Grave Caso isolado
20 C46 Masculino 11 Leve Caso isolado
21 C58 Masculino 13 Leve AD
22 C59 Masculino 3 Leve Caso isolado
23 C61 Masculino 3 Leve AD
24 C72 Masculino 10 Leve Caso isolado

Total 15 M Mediana Leve: 11. Caso isolf';\do: 16
24 OF 145 Moderado: 5 AD: 4
' Grave: 9 AR: 4
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Figura 4: Heredogramas dos casos familiais de Ol com padrdes sugestivos de heranca autossémica
recessiva: C1, C21, C42 e C43 e autossdmica dominante: C5, C27, C58 e C61.
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4.3 METODOS

4.3.1 EXTRACAO DE DNA

Foram coletados 5 mL de sangue periférico dos pacientes em tubos contendo EDTA
5%, de seus familiares e controles normais. As amostras biologicas foram
armazenadas a uma temperatura de - 4°C. O DNA gendmico foi extraido de acordo
com o protocolo de MILLER et al. (1988). O DNA obtido foi quantificado em
espectrofotdmetro, Thermo Scientific NanoDrop™ 1000® e diluido para concentracéo
de 20ng/uL.

4.3.2 AMPLIFICACAO DO DNA

As porcdes codificantes do gene CRTAP foram amplificados pela técnica da Reacgéao
em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram elaboorados primers para os 7 exons do
gene CRTAP, pela equipe do NGHM, utilizando o programa Primer 3 Input versao
0.4.0 (Tabela 3). O exon 1 foi dividido em duas porcdes gerando dois pares de
primers, 1A e 1B. Utilizaram-se os modelos de termocicladores GeneAmp®PCR
System 9700 e Veriti™ da empresa Applied Biosyste nas reacdes. As condicdes de

PCR para cada exon estéo listadas nas tabelas 4 e 5.
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Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados na PCR dos fragmentos do gene CRTAP.

EXTENGAO ~ EXTENCAO DO PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE
EXON DO EXON FRAGMENTO
(PB) (PB) (5-3) (5-3)
la 399 CAGCTGGCGCCCAGATCCCC GCAGCCGCAGGCTGATCTCC
1b i 391 GCCGAGAGCGTGGGCTACCT GAACTGGAGGGGCAACGCGG
2 150 392 CCTGGAAGTCATGGAACCTT GCAGCTGCTTATGGAGAGAC
3 172 333 TGGTCTTGGTTCCCTTTGA AGGCATGCAGGCAGAAAC
4 129 310 CTTTTTCATTTGGGCAGGAC TGAACTCTCAACAACCGTAGC
5 146 294 TGGCCTTTTTGTTTAGAAGC AAGGCACGAGGTAGTCTCCA
6 84 240 CCTCCCTCCTCCCAGTTCTA AGGACTCAGCCTTCCAGTGA
7 53 238 TGATGGCCTCTCGGGATA GGCTCTGAGGTATCAACAGC
Tabela 4. Concentrac¢des dos reagentes utilizados na PCR dos fragmentos do gene CRTAP.
REAGENTES EXON1A EXONI1B EXON2 EXON3 EXON4 EXON5 EXON6 EXONY7
10X PCR Buffer 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X
MgCI2 50mM 1,5nM 1,5nM 1,5nM 3,0nM 3,0nM 3,0nM 1,5nM 3,0nM
DMSO 5% 5% 5% 5% 10% 5% 0 5%
dNTP 10mM 0,2mM 02mM  02mM  02mM  02mM  02mM  02mM  0,2mM
Primer Forward 10mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM
Primer Reverse 10mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM
Taq DNA Polimerase 1U/pL 1U/pL UL 10l 1UuL 1UL UL 1U/L

5U/uL




Tabela 5. Condicdes de temperatura e tempo da PCR padronizadas para os fragmentos do gene
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CRTAP.
ETAPAS
exon PENATURAGCAO . . EXTENSAO NO
INICIAL DENATURACAO ANELAMENTO EXTENSAO FINAL CICLOS
la 94°C por 5’ 94°C por 30" 66°C por 30" 72°C por 30" 72°C por 7’ 25
1b 94°C por 5’ 94°C por 30" 66°C por 30" 72°C por 30~ 72°C por 7’ 25
2 94°C por 5’ 94°C por 30" 58°C por 30” 72°C por 30” 72°C por 7’ 27
3 94°C por 5’ 94°C por 30" 61°C por 30" 72°C por 30" 72°C por 7’ 27
4 94°C por 5’ 94°C por 30" 60°C por 30" 72°C por 30~ 72°C por 7’ 30
5 94°C por 5’ 94°C por 30" 59°C por 30” 72°C por 30" 72°C por 7’ 27
6 94°C por 5’ 94°C por 30" 59°C por 30” 72°C por 30~ 72°C por 7’ 27
7 94°C por 5’ 94°C por 30" 59°C por 30” 72°C por 30" 72°C por 7’ 27

Para confirmar a amplificacdo da porcao esperada no DNA o produto de PCR foi

submetido a corridas eletroforéticas a 240 volts com duracdo de uma hora e trinta
minutos em gel de poliacrilamida 6%, acrescido de TBE 1X (325ul de APS 10%; 35ul
de TEMED, volume final de solucdo de 50ml).

O gel foi corado em solucédo de Nitrato de Prata segundo o protocolo de BASSAM et

al. (1991). Visualizou-se uma Unica banda em gel com tamanho esperado em pares

de bases de acordo com o marcador de peso molecular aplicado como referéncia.

4.3.3 TRIAGEM DE MUTACOES

A triagem de mutacdes foi realizada pelo método comparativo de SSCP. Na

confeccdo dos geéis utilizou-se poliacrilamida 6% acrescida de TBE 1X, 1% de
glicerol (1,250mL de APS 10%; 31,5uL de TEMED, volume final 60mL) e a formula
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comercial de gel de eletroforese 2XMDE® Gel Solution a 0,5% (Cambrex Bio Science
Rockland, Inc.) acrescido de TBE 0,6X e 0,25% de glicerol (220uL de APS 10% e
22uL de TEMED, volume final 55mL). De acordo com o fabricante, o gel de MDE
possui uma maior sensibilidade o que permite uma melhor observacao do padréao de
bandas em SSCP.

Foram acrescentados 3mL do corante SSCP-loading buffer (980 mL/L formanida; 10
mmol/L EDTA; 0,25 g/L xileno cianol FF; 0,25 g/L bromofenol blue) nos produtos de
PCR. Estas amostras foram aquecidas por 5 minutos a 95 °C em termociclador para
denaturagcédo da dupla fita de DNA, transferidas para o gelo e em seguida aplicadas
no gel de SSCP. Os géis foram submetidos a eletroforese a 600 V, 200mA e 20W.
As variagcfes quanto ao tempo de corrida de cada fragmento de SSCP estao citadas

na tabela 6.

Apds a corrida os géis foram corados com nitrato de prata de acordo com a seguinte
metodologia: o gel foi colocado em solucéo fixadora de acido acético glacial 0,5% e
etanol 10% em volume suficiente para cobri-lo, por 15 minutos; em seguida o gel foi
transferido para uma solucdo de nitrato de prata 0,1%, por 30 minutos e finalmente
lavado em &gua destilada para ser transferido para uma solucdo reveladora de
formaldeido 0,1% e hidréxido de sodio 1,5% tempo suficiente para a visualizacéo

das bandas.

Tabela 6. Condic¢des de corrida eletroforética em gel de SSCP dos fragmentos do gene CRTAP.

EXON FRAGMENTO (pb) POLIACRILAMIDA 6% MDE®
1A 399 13 horas 15 horas
1B 391 12 horas 15 horas
2 362 10 horas 13 horas
3 333 9 horas 12 horas
4 310 9 horas 12 horas
5 294 9 horas 12 horas
6 240 9 horas 12 horas
7 238 8 horas 10 horas
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4.3.4 SEQUENCIAMENTO

Os fragmentos sequenciados foram previamente purificados por meio das
endonucleases de restricdo EXO/SAP (5mL de produto de PCR acrescido de 1mL
da enzima diluida na proporcao de 1:3) por 37°C por 30’ seguido por 80°C por 15'.
As amostras purificadas foram sequenciadas no Servico de Sequenciamento de
DNA do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo (SSDNA-IQUSP). Para o
sequenciamento foi utilizado BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems). O protocolo da reagcdo foi conduzido conforme as

especificacdes do fabricante.

Utilizou-se a sequencia ENSG00000170275 como referéncia para a andlise das
sequéncias obtidas na pesquisa, disponivel no site Ensembl Genome Browser
(Disponivel em: <http://www.ensembl.org/index.html> Acesso em: 10 de dezembro
de 2012). As alteracOes identificadas foram comparadas com aquelas previamente
descritas no banco de dados de muta¢des do colageno tipo I, The Human Type |
Collagen Mutation Database, disponivel online (Disponivel em:

<http://www.le.ac.uk/ge/collagen/> Acesso em: 10 dezembro 2012).
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5 RESULTADOS

5.2EXON 1

As amostras dos fragmentos 1A e 1B do gene CRTAP foram analisadas em gel de
MDE. Nao foi possivel visualizar as bandas em gel de poliacrilamida 6% para os
fragmentos citados. Nao se observou alteracdes no padrao de bandas nas amostras
dos fragmentos 1A e 1B (Figura 5). Estes resultados sugerem que nenhum paciente
apresenta alteracao genética no exon 1 do gene CRTAP.

58 €53 CAT Ci2 N Che €50 CeY L£f2 N

a b

Figura 5: Resultados de SSCP em gel de MDE do exon 1 evidenciando padrdes de bandas
constantes. a) Fragmento 1A; b) Fragmento 1B. C=pacientes; N=Controle.

5.3 EXON 2

Foi observado um padrdo de banda alterado nas amostras de pacientes do exon 2
do gene CRTAP em gel de SSCP de poliacrilamida 6% e MDE (Figura 6). Esta
mesma variagdo foi observada em amostras de controles estudas em gel de

poliacrilamida 6%. Oito pacientes e 22 controles apresentaram esta alteracao.
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Figura 6 : Resultado de SSCP do exon 2 evidenciando padrdes de bandas distintos. a) Gel de SSCP;
b) Gel de MDE. C=pacientes; N=Controle.

O sequenciamento de uma das amostras alteradas permitiu a identificacdo de uma
variacdo genética de substituicdo de nucleotideos citosina para timina na posicao
534 do exon 2 do gene CRTAP, ¢.534C>T. Essa substituicdo nao altera a proteina
codificada, pois ambos os codons (GAC/GAT) levam ao aminoacido aspartato. O gel
de MDE permitiu inclusive a distincdo entre amostras em homozigotas e

heterozigotas para esta variacdo genética (figura 7).

H143 N144  N145 N146 C3e C41 C42 C43
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Figura 7: Sequenciamento de amostras do exon 2. a) Gel de poliacrilamida 6% com amostras
controles; b) gel de MDE com amostras de pacientes; ¢) Sequenciamento da amostra controle N144
sem alteracao; d) Sequenciamento da amostra C36 detectando a alteracdo ¢.534C>T. C=pacientes;
N=Controle. Obs. Os sequenciamentos foram da fita Reverse.
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54EXONS 3,4E5

N&o foram encontradas alteracfes nos padrées de bandas das amostras dos exons
3, 4 e 5 do gene CRTAP (Figura 10). Foi possivel a andlise tanto em gel de
poliacrilamida 6% quanto no de MDE, contudo, os resultados foram melhor

visualizados em gel de MDE.

C59 Cc61 C72 N

Ly
o

e f

Figura 8: Resultado de SSCP dos exons 3, 4 e 5 evidenciando padrdes de bandas constantes. a)
Exon 3 em gel de poliacrilamida 6%; b) Exon 3 em gel de MDE; C) Exon 4 em gel de poliacrilamida
6%; d) Exon 4 em gel de MDE. e) Exon 5 em gel de poliacrilamida 6%; f) Exon 5 em gel de MDE.
C=pacientes; N=Controle.
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5.5 EXON 6

Foram detectadas alteracfes no padrdo de bandas do exon 6 do gene CRTAP em
SSCP no gel de poliacrilamida 6% e gel de MDE (Figura 11). Esta alteracéo foi
identificada tanto em amostras de 7 pacientes e em 16 controles. O gel de MDE

apresentou a melhor definicdo das bandas na técnica de SSCP.

Cc72 c46 N N Cc72 C46 N N

a b

Figura 9: Resultado de SSCP do exon 6 evidenciando padrdes de bandas distintos. a) Gel de
poliacrilamida 6%; b) Gel de MDE. C=pacientes; N=Controle.

O sequenciamento de fragmentos alterados deste exon ndo permitiu a identificacéo
exata do ponto da alteracdo, mesmo ap0s repeticdes da reacdo de sequenciamento.
Assim, ndo foi possivel realizar a analise deste resultado por sequenciamento.

Provavelmente a clonagem deste fragmento no futuro permitira sua analise.

5.6 EXON 7

N&o foram detectadas alteragbes no padrédo de bandas nas amostras do exon 7 em
gel de poliacrilamida 6%. Contudo, a andlise destes fragmentos em gel de MDE
permitiu a visualizagdo de dois padrées de bandas distintos (Figural3). Esta
variacdo em gel foi observada em 10 pacientes e em controles normais, sugerindo

alteracao nao patogénica.
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Figura 10: Resultado de SSCP do exon 7 a) Gel de poliacrilamida 6% b) Gel de MDE . C=pacientes;

N=Controle.

O sequenciamento deste fragmento, assim como ocorreu no exon 6, foi de dificil
analise, gerando regides de analise ndo confiaveis. Assim, para a avaliagdo e
definicdo especifica do sequenciamento desta regido € necessitando que, no futuro,

este fragmento seja clonado e posteriormente sequenciado.
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6 DISCUSSOES

Nesse estudo foram analisados os 7 exons do gene CRTAP, além das porcdes
flanqueadoras intron/exon, de 24 pacientes com diagndstico clinico de osteogénese
imperfeita. No nosso grupo de pesquisa a analise de 33 pacientes com a doenca,
incluindo os 24 pacientes estudados neste trabalho, permitiu a identificacdo de
mutacdes nos genes COL1A1, COL1A2 ou LEPRE1 em 10 pacientes com a doenca,
utilizando a técnica PCR-SSCP (MORAES, 2011; ALMEIDA, 2011; BARBIRATO,
2009). No presente trabalho, ndo foram identificadas mutacdes patogénicas na

amostra estudada para o gene CRTAP.

6.1 EXONS SEM ALTERACAO

A triagem de mutacbes pela técnica de SSCP nao detectou alteracdo nos
fragmentos dos exons 1, 3, 4 e 5. Pacientes e controles apresentaram o0 mesmo
padrdo de bandas, por isso ndo houve necessidade de sequenciamento desses

fragmentos.

Mutacdes nos exons 1, 2, 3 e 4 do gene CRTAP causando Osteogénese Imperfeita
foram relatadas na literatura em pacientes que apresentavam graves sintomas da
doenca ou na forma letal de Ol (VAN DIJK et al. 2009; SHAHEEN et al. 2012;
CHANG et al. 2010; BALDRIDGE et al. 2008 ).

O exon 1, € o maior exon do gene CRTAP, com 471pb, apresenta o maior nimero
de mutacbes descritas dentre as porcdes codificantes do gene causando Ol
(Disponivel em: <https://oi.gene.le.ac.uk/home.php?select db=CRTAP> Acesso em
10 janeiro 2013). Na amostra de pacientes desta pesquisa, ndo foram identificadas
variacdes genéticas no exon 1 do gene, patogénicas ou polimorficas.
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A mutacdo de maior recorréncia deste fragmento, c.471+2C>A, ocorre em uma
regido de splice, presente no intron 1 do gene CRTAP e foi relatada em 7 pacientes
com Ol (BODIAN et al., 2009; VAN DIJK et al., 2009). Esta por¢éo do intron 1 faz
parte do fragmento 1B do gene CRTAP estudado nesta pesquisa, contudo nenhuma

alteracdo foi detectada utilizando-se as técnicas de triagem citadas.

Foi descrita apenas uma mutacgéo, ¢.634C>T, no exon 3 do gene CRTAP (CHANG
et al., 2010). O exon 4, por outro lado, possui quatro diferentes mutacdes relatadas
em sua regido codificante (MORELLO et al., 2006; BARNES et al.,, 2006;
BALDRIDGE et al., 2008; CHANG et al., 2010 e AMOR et al., 2001). Neste mesmo
fragmento, que em geral envolve a analise do intron 4, foi descrita a mutacéo c¢.923-
2A>G, presente no sitio de splicing desta junc&o exon/intron (VAN DIJK et al, 2009).
Na nossa pesquisa esta regido também foi incluida na analise, mas nenhuma

alteracdo genética foi identificada.

N&o ha registro de mutacdo patogénica no exon 5 mas sim dois SNP’s (Disponivel
em: <https://oi.gene.le.ac.uk/variants.php?action=search_unique&select_db=CRTA>
Acesso em: 10 janeiro 2013). No presente estudo nao foi detectada alteragcédo no
padrdo de bandas desse exon permitindo inferir a auséncia de qualquer tipo de

variacédo nesta regido na nossa amostra.

6.2 EXONS COM ALTERACOES POLIMORFICAS

No exon 2 foi identificada a alteracdo ¢.534C>T nos pacientes e controles, sugerindo
alteracdo ndo patogénica. Essa substituicdo silenciosa encontra-se descrita em
banco de dados de SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?type=rs&rs=rs4076086> Acesso em:
21 janeiro 2013).

Apesar da alteracdo genética ¢.543C>T provavelmente ndo ser responsavel por
causar Ol em pacientes com a doenca, este SNP pode estar relacionado com

variacbes na capacidade de mineralizacdo 0ssea entre individuos. Esta hipbtese é
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apoiada pelos estudos de Li et al. (2009) que observaram associacao positiva entre
0 alelo C do SNP (c.534C>T - rs4076086) atuando como fator de protecdo para
osteoporose, relacionado ao aumento da densidade mineral 6éssea no fémur de

mulheres chinesa.

Pacientes com Ol portadores de uma mesma mutacdo, podem apresentar variagao
clinica quanto a gravidade dos sintomas. Isso se deve, provavelmente, a
diversidades quanto aos habitos de vida do paciente, como alimentacéo, pratica de
atividades fisicas, forma de tratamento da doenca e variacbes genéticas
relacionadas com a fisiologia do tecido 6sseo. Assim, ndo podemos deixar de
considerar a hipotese do SNP ¢.534C>T do gene CRTAP atuar como fator de
modificacdo de fendtipo em pacientes com OI. A identificacdo futura das mutacdes
gue causam Ol nos pacientes portadores do alelo T do SNP ¢.534C>T na amostra
estudada permitirdo a andlise deste polimorfismo no contexto de modificacdo de
fendtipo de pacientes com Ol.

Apesar dos exons 6 e 7 do gene CRTAP ndo apresentarem variacbes genéticas
relatadas na literatura, os resultados desse trabalho identificaram alteracbes no
padrdo de bandas, que ndo puderam ser esclarecidos com as técnicas propostas e
utilizadas nesta pesquisa. Contudo, como estas alteracdes foram vistas tanto em
pacientes como em controles, sugerindo que estas alteracbes sejam nao

patogénicas.

O gene CRTAP foi um dos primeiros genes relacionados com as formas recessivas
de Ol (MORELLO et al, 2006). Contudo, até o momento, foram descritos apenas 24
individuos portadores de variagbes genéticas neste gene em banco de dados
mundial (Disponivel em: <https://oi.gene.le.ac.uk/home.php?select db=CRTAP>

Acesso em: 10 janeiro de 2013).

No presente trabalho, os casos letais ndo foram selecionados para a pesquisa e 0s
casos graves de Ol correspondiam a cerca de 20% (7/24) dos pacientes, niamero
amostral reduzido. Barnes et al. (2006) estimam que apenas 2% ou 3% dos casos
de Ol sdo caudados por mutacdes no gene CRTAP. Além disto, mutacdes neste

gene foram descritas apenas em casos graves ou letais de Ol.
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Assim, além da frequéncia de mutacdes do gene CRTAP ser baixa em pacientes
com OlI, a auséncia de mutacgdes identificadas deste gene em pacientes do ES pode
ser justificada pelo numero amostral pequeno de pacientes estudados
potencialmente portadores de mutacdes neste gene.

6.3TECNICA DE SSCP NA TRIAGEM DE MUTACOES NO GENE CRTAP

A eficiéncia na triagem de mutacbes do gene CRTAP por SSCP utilizando gel de
poliacrilamida 6% ou gel de MDE variou nesse trabalho. A visualizacdo de bandas

no gel e a eficiéncia da técnica foi melhor obtida como o uso do gel de MDE.

A técnica de SSCP tem como vantagem a possibilidade de analisar um namero
grande de produtos de PCR simultaneamente, reduzindo assim o0s custos da
pesquisa. Além disto, esta técnica permite a selecdo de amostras alteradas para o
sequenciamento, fator que promove uma diminuicdo no numero de amostras a

serem sequenciadas (GLENN).

No entanto, variagdes na metodologia de SSCP interferem com sensibilidade da
técnica. Fatores como aumento da temperatura durante a corrida, tamanho do
fragmento a ser analisado e concentracdo de poliacrilamida utilizada no gel estao
relacionados com as diferencas de eficiéncia da técnica (ORITA, 1989; HAYASHI,
1991).

Devido ao grande numero de variaveis existente na metodologia em questdo alguns
fragmentos podem até mesmo nao funcionar em condicbes especificas, como

observado nesse trabalho.

Em nosso grupo de pesquisa, a técnica de triagem de mutacdes por PCR-SSCP tem

se mostrado eficiente. Mutacbes patogénicas nos genes COL1Al1l, COL1A2 e
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LEPRE1 em pacientes com OI foram identificadas utilizando essa técnica.
(ALMEIDA, 2011; BARBIRATO, 2010; MORAES, 2011).

Na presente pesquisa, apesar de mutacdes patogénicas nao terem sido detectadas,
a técnica de SSCP permitiu a identificagdo de polimorfismos no gene CRTAP,

evidenciando sua capacidade de detec¢do de variacdes genéticas no gene.
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7 CONCLUSOES

Neste estudo, ndo foram identificadas mutagbes patogénicas nas porgoes
codificantes do gene CRTAP nos 24 pacientes com diagndstico clinico de

Osteogénese Imperfeita do Espirito Santo.

Foi identificado o polimorfismo ¢.534C>T no exon 2 do gene CRTAP, previamente
descrito, em pacientes da amostra. A metodologia de melhor eficiéncia na obtencéo
dos resultados foi aquela que utilizou o gel de MDE na técnica de SSCP,
corroborando estudos da literatura.

Os resultados desta pesquisa sugerem que mutacdes no gene CRTAP estéo
ausentes na populagdo com Ol do Espirito Santo. Contudo a importancia do estudo
residiu em gerar informacdes que auxiliem na elaboracdo de estratégias

metodoldgicas mais eficientes para o diagnostico molecular de Ol no ES.
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