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As displasias esqueléticas ou osteocondrodisplasias sdo doengas genéticas que afetam o
crescimento € o desenvolvimento do tecido dsseo e cartilaginoso produzindo, em geral,
baixa estatura. Mutagdes em heterozigose no gene COL2A [ sdo responsédveis por uma série
de displasias esqueléticas conhecidas como colagenopatias do tipo II que geralmente
apresentam um padrdo espondiloepifisdrio tipico. Apesar das muta¢des no COL2A 1 serem,
em geral, “privadas”, o estudo molecular desse gene em pacientes com fendtipos sugestivos
de colagenopatia do tipo Il pode contribuir seja para um melhor entendimento das
colagenopatias do tipo II seja para refinar, quando possivel, a correlagdo genétipo-fendtipo.
O objetivo desse estudo foi investigar o gene COL2AI numa coorte de pacientes com
fenétipo de colagenopatia do tipo II de modo a melhorar o conhecimento sobre essas
colagenopatias. Foram estudados 33 pacientes com fen6tipo de colagenopatia do tipo II. A
andlise molecular foi feita por sequenciamento automdtico bidirecional direto do gene
COL2A1, comecando pelos dominios relacionados a cada fendtipo seguido de
sequenciamento completo das regides codificantes do gene quando as primeiras foram
negativas. Foram identificadas alteracdes potencialmente deletérias em heterozigose em 23
dos 33 pacientes (69,7%): 18 alteracdoes do tipo missense (11 inéditas, 7 descritas), 4
alteracdes que alteram sitio de splice (2 inéditas, 2 descritas) e uma delecio inédita. Das
mutacdes do tipo missense encontradas, duas foram recorrentes em 5 pacientes: p.G594E e
p-R989C. Ambas as mutagdes recorrentes foram associadas a fendtipos graves: a p.R989C
foi observada em displasia espondiloepifisdria congénita (SEDC) grave enquanto que a
p-G594E foi associadaa 2 recém-nascidos com fendtipo de SEDC-letal. Para todas as
mutacdes novas, a andlise in silico, estudo em controles e/ou dos pais confirmaram a
patogenicidade de todas elas. Concluindo, os resultados deste estudo permitiram a
identificacio de 14 mutacdes novas no gene COL2AI e um melhor refinamento da

correlagdo gendtipo-fendtipo.
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Skeletal dysplasias are genetic disorders that affect the growth and development of the bone
and cartilage tissues producing, in general, short stature. Heterozygous mutations in the
COL2A]I gene are responsible for a number of skeletal dysplasias that usually exhibit a
pattern spondyloepiphyseal and are called type II collagenopathies. Although the mutations
in COL2A1 are usually privates, molecular studies of this gene in patients with suggestive
phenotypes can contribute to a better understanding of the type II collagenopathies. The
aim of this study was to sequence the COL2AI in a cohort of patients with type II
collagenopathy phenotypes in order to refine the knowledge regarding the genotype-
phenotype correlation. Thus, 33 patients with suggestive phenotype were studied. The
molecular analysis was performed by automated Sanger bidirectional sequencing of the
COL2AI gene, starting with the domains related to each phenotype followed by whole
sequencing of the gene coding regions when the first ones were negative. Potentially
deleterious changes in heterozygosity were identified in 23 of 33 patients (69.7 %): 18
missense changes (11 undescribed), 4 changes that modify the splice site (2 undescribed)
and a new deletion. The pathogenicity of the undescribed changes were confirmed by in
silico analysis, study of control individuals and/or of the respective parents. Among the
found missense mutations, two were recurrent and associated with severe phenotypes.
These mutations, p.G594E and p.R989C, were found in five patients. The R989C change
was observed in three children presenting a phenotype of spondyloepiphyseal dysplasia
congenita (SEDC), which follow up showed a pattern of severe SEDC featured by severe
disproportioned short stature with coxa vara and kyphoscoliosis. The G594E change was
associated with two newborns presenting also a SEDC phenotype, however with lethal
evolution. In conclusion, the results of this study allowed the identification of 14 new

mutations in COL2A 1 gene and a better refinement of the genotype-phenotype correlation.
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As displasias esqueléticas ou osteocondrodisplasias (OCD) sdao doencas
genéticas que afetam o crescimento e o desenvolvimento do tecido dsseo e cartilaginoso
produzindo, em geral, alteragdes do crescimento e contribuindo para a morbi-mortalidade
infantil. Essas condicdes sdo classificadas em grupos ou familias de acordo com suas
semelhancas fenotipicas (clinicas e radioldgicas) e bases moleculares.

Entre as familias de OCD, o grupo do coldgeno II inclui 11 fendtipos diferentes
que formam um espectro de gravidade variando de casos letais como a acondrogénese tipo
IT e a hipocondrogénese até casos mais leves como a displasia de Stickler.

Mutagdes em heterozigose no gene COL2AI, portanto, sdo responsdveis por
esse conjunto de distintos fendtipos. Essas alteracdes sdo desencadeadas por um mecanismo
negativo dominante através da presenca do coldgeno tipo II estruturalmente anormal na
matriz extracelular e em sua maioria ocorrem no dominio de tripla hélice do coldgeno II.

Até o momento ja foram descritas 400 mutacdes relacionadas as colagenopatias
do tipo II. Entretanto, a correlacdo gendtipo-fendtipo observada até agora nao € especifica,
apesar de ja existirem determinadas regides do gene COL2A1 preferencialmente associadas
com fendtipos especificos. Do ponto de vista clinico-radiolégico, embora a maioria das
colagenopatias do tipo II possa ser reconhecida ao nascimento, ou suspeitada durante o pré-
natal por exames de imagem, nem sempre o diagndstico definitivo pode ser alcancado no
periodo neonatal ou na primeira infancia, fazendo-se necessério o estudo molecular.

A finalidade desse projeto foi investigar uma coorte de pacientes com fendtipo
de colagenopatia do tipo II por meio do sequenciamento direto do gene COL2A1 de modo a

contribuir para um melhor conhecimento da correlagdo genétipo-fendtipo dessa OCD.

1.1. Breve revisao de literatura

1.1.1 Colageno

O coldgeno € uma proteina estrutural abundante em todos os animais € constitui
uma familia de proteinas com aproximadamente 28 tipos diferentes (1). Estas proteinas
estdo distribuidas por todo o corpo e sdo caracterizadas com base nas suas propriedades em
tecidos especificos (2). Os diferentes tipos de coldgenos podem ser classificados como:
colagenos fibrilares, coldgenos associados a fibrilas, coldgenos de ancoragem, coldgenos de

membrana basal e coldgenos com dominio transmembrana (1).
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Uma caracteristica marcante do coldgeno € a sua estrutura formada por trés
cadeias polipeptidicas helicoidais [cadeias alfa (a)], formando uma estrutura de tripla hélice
em cujas cadeias predominam o aminodcido glicina (Gly) (3). Cada uma das trés cadeias é
formada por uma sequéncia repetitiva do tripleto Gly-X-Y, onde X e Y podem ser qualquer
aminodcido. Os aminodcidos mais comuns nas posi¢des X e Y sdo prolina (28%) e
hidroxiprolina (38%), respectivamente. Assim, Gly-Pro-Hyp € o tripleto mais comum
(10,5%) no colageno (1).A repeticdo Gly-X-Y ocorre em todos os tipos de coldgeno,
embora seja interrompido em determinados locais dentro do dominio tripla hélice em
coldgeno ndo-fibrilares(1,3). A glicina, por ser o menor dos aminodcidos, € a tinica unidade
compacta o suficiente para o ocupar a posi¢cdo axial da hélice, portanto, as mutagdes que
substituem essas glicinas por outros aminodcidos sdo altamente desorganizadoras da
estrutura helicoidal (4).

O dominio tripla hélice constitui a maior parte da proteina e é flanqueado por
dominios nao colagenosos N- e C- terminal. O dominio C-terminal, denominado C-
propeptideo (ou condrocalcina), é essencial para associacdo da cadeia e subsequente

formacao da tripla hélice (Figura 1) (2,5).

N-propeptideo Tripla hélice C-propeptideo

Figura 1: Esquema representando dominio de tripla hélice flanqueado pelos dominios N- e C-propetideo.
[Adaptado de McAlinden & Majava er al., 2008(5)].

Em animais, as triplas hélices individuais, conhecidas como tropocoldgeno,
adotam uma forma complexa que conduz finalmente as fibras e redes microscopicas
observadas no tecido 6sseo e nas membranas basais (1).

As moléculas de coldgenos dos tipos II, IX e XI constituem os principais
componentes da matriz extracelular da cartilagem hialina e do humor vitreo e estdo

estrutural e funcionalmente associadas (6,7).
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1.1.2 Colageno do tipo I1

O colageno do tipo II € o principal coldgeno encontrado no humor vitreo adulto,
cartilagem e nudcleo pulposo do disco intervertebral de adultos e representa
aproximadamente 70 a 90% de todos os coldgenos nesses tecidos. (2).

O coldgeno do tipo II, considerado um coldgeno intersticial, é sintetizado
inicialmente como uma molécula de protocoldgeno (Figura 2), que se retine em trimeros
dentro da célula, onde € secretado e entdo processado extracelularmente, resultando na
forma final da proteina. Cada cadeia a ¢ formada a partir de um peptideo precursor na
forma de um polipeptideo pré-pré-coldgeno. Essas moléculas precursoras contém porgdes
em cada extremidade chamadas peptideos de registro e uma 4rea adicional chamada de
peptideo sinal. O local da montagem do peptideo sinal é removido resultando na molécula
de polipeptideo procoldgeno. Trés dessas moléculas estdo interligadas como uma tripla
hélice para formar o procoldgeno. Por fim, o peptideo registro é removido, resultando em
uma molécula de coldgeno intacta existente como uma hélice tripla com cada cadeia sendo

composta por uma seqiiéncia repetitiva (Gly-X-Y) (2).

M v O A 00
VAA A, ) B J s SR
Tropocoligeno ?\hﬁm&\g‘%v{w\
u & L] ~‘A QOG0 \'i
Microfibrilas

Reticulo
endoplasmdtico

COL2A1

VAR

Procoldgeno

SV

Protocoldgeno

CITOPLASMA

Fibras coldgenas (microscopia eletronica)

CONDROCITO

Figura 2: Sintese da molécula de coldgeno desde o nicleo até a formag@o das fibras coldgenas no tecido
[Adaptado de (1)].
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Depois de secretado para o espago extracelular, os dominios nao colagenosos
em ambos os terminais sdo clivados por proteinases especificas, resultando em moléculas
maduras de coldgeno Il e formacdo da fibrila (2,5).

Na cartilagem, o coldgeno do tipo II € sintetizado por condrdcitos,
principalmente, na zona hipertréfica da placa de crescimento (8,9). Nos olhos, o coldgeno
do tipo II é o maior componente das fibrilas vitreas, € sintetizado pela retina e fornece
rigidez e for¢a ao humor vitreo dos olhos (10).

As cadeias a que formam o pro-coldgeno do tipo II sdo codificadas pelo gene

COL2AI (COL = collagen; 2 = Tipo II, A1 = peptideo al) (11,12).

1.1.3Gene COL2A1

O COL2AI é um gene relativamente grande e complexo com 54 éxons que
codifica uma proteina de 1487 aminodcidos (13,14). Esse gene estd localizado no brago
longo do cromossomo 12 (12q13.11) e, apesar de possuir 9 transcritos, somente dois deles

codificam uma proteina (Ensembl).

1.1.3.1 Mutagoes no COL2A1

A primeira mutacido no gene COL2A] foi descrita em 1989 em uma familia de
individuos portadores de SEDC (15). Hoje existem aproximadamente 400 mutacdes
descritas, de acordo com o banco de dados HGMD®, em heterozigose (16).

As proteinas compostas por subunidades, como o coldgeno do tipo II, sdo
frequentemente sujeitas a mutacdes que impedem a associacdo dessas subunidades (4). A
variacdo fenotipica nas doencas do COL2AI surgem a partir de uma variedade de
mecanismos moleculares diferentes incluindo mutacdes dentro de éxons com diferentes
efeitos de varias substituicdes de aminodcidos e também mutacdes em sitio de splice
resultando em diferentes transcritos (Apéndice 1) (17).

De acordo com o banco de dados do HGMD®, mutagdes missense e nonsense,

representam aproximadamente 56% de todas as mutagdes no gene COL2A1 (Tabela 1).
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Tabela 1: Tipos de mutagdes no gene COL2A 1, de acordo com o banco de dados do HGMD.

Tipo de mutaciao Frequéncia (%)
Missense/Nonsense 56.01

Pequenas delecdes 18,51

Mutacdo em sitio de splice 15,74

Pequenas insercdes 4,16

Grandes delecdes 2,77

Pequenas indels 1,85

Grandes dele¢des/duplicacdes 0,46

Rearranjos complexos 0,46

O aminodcido cisteina normalmente ndo € encontrado no dominio tripla hélice
dos genes que fornam o coldgeno fibrilar (18). A maioria das mutag¢des (Tabela 2) no
COL2A1 sdo substitui¢des que alteram o cédon glicina nas repeticdes do tripleto Gly-X-Y
por outros cddons, representando cerca de 67,50% das mutacdes. Apenas algumas
mutagdes ndo-glicina no tripleto Gly-X-Y tém sido descritas e entre elas a substituicao de
arginina para cisteina e arginina para um stop cddon sdo as mais frequentes (18) e podem
resultar em fenotipos especificos (12).

Tabela 2: Frequéncia das diferentes mutacdes de acordo com o banco de dados do HGMD. Em negrito as
mutacdes que levam a troca do aminodcido glicina.

Mutacio Frequéncia (%)
Gly->Ser 18,33
Gly->Asp 13,33
Gly->Arg 12,50
Gly->Val 8,33
Arg->Term 8,33
Arg->Cys 5,00
Gly->Glu 5,00
Gly->Ala 4,17
Gly->Cys 4,17
GIn->Term 3,33
Cys->Term 2,50
Trp->Term 1,67
Met->Ile 0,83
Ser->Term 0,83
Cys->Tyr 0,83
Gly->Term 0,83
Leu->Phe 0,83
Glu->Term 0,83
Arg->Gly 0,83
Gly-> Gly 0,83
Tyr->Asn 0,83
Thr->Asn 0,83
Tyr->Cys 0,83
Thr->Met 0,83
Thr->Pro 0,83
Ile->Thr 0,83
Asp->His 0,83
Cys->Gly 0,83
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Mutacdes missense afetam a ossificacdo endocondral devido ao mecanismo
dominante negativo que leva a montagem de cadeias o anormais do coldgeno na matriz
extracelular causando fendtipos variados. Mutagdes de truncamento sdo conhecidas por
causar haploinsuficiéncia através do decaimento de mRNA ou por geracdo de proteinas
truncadas carentes do pré-peptideo carboxi necessario para a associagdo e incorporagao do
homotrimero (18,19).

Existem duas isoformas do coldgeno do tipo II: tipo IIA e tipo 1IB. O tipo IIA
representa a forma longa que inclui o éxon dois (54 éxons) e que é expresso, principalmente
no humor vitreo e o tipo IIB representa a forma mais curta isenta do éxon 2 (53 éxons) que
¢ predominantemente encontrado na cartilagem adulta (2). Estas duas formas ocorrem
devido ao splicing alternativo do gene COL2AI, um mecanismo celular através do qual
nem todos os éxons do gene sdo processados para a formacao de uma proteina final. Este
processo produz um conjunto de RNAm que codifica uma familia de proteinas relacionadas
que sdo muitas vezes tecido especifico. O splicing alternativo parece ter um papel
importante na integridade do condrdécito. O éxon 2 codifica um dominio rico em cisteina no
dominio N-terminal pro-coldageno II e, estudos anteriores sugeriram que este dominio da
proteina pode funcionar na regulacdo da atividade do fator de crescimento durante o
desenvolvimento (2,5,7). Baseado na informacdo de que o éxon 2 ndo é expresso em
cartilagem adulta e de que possuiu uma expressdo transitéria no embrido, os pacientes com

mutacio no éxon 2 normalmente apresentam manifestagdes clinico-radioldgicas mais leves

(2).

1.1.3.2 Mosaicismo no COL2A1

Mosaicismo no gene COL2AI é considerado raro, visto que existem poucos
casos na literatura (17), seja 0 mosaicismo germinativo ou O moOsaicismo Somatico.
Pacientes com mosaicismo somdtico, normalmente, apresentam um fen6tipo mais leve e a
recorréncia entre os filhos € aumentada (17,20,21). No mosaicismo germinativo, mais
dificil de identificar do que o mosaicismo somatico, o individuo com o fendtipo
obviamente normal s6 € identificado quando h4 recorréncia de colagenopatias do tipo II nos
filhos (22). A importancia da identificacio do mosaicismo germinativo, portanto, € para a

orientagdo familiar no aconselhamento genético.

36



1.1.4 Displasias esqueléticas

As displasias esqueléticas ou osteocondrodisplasias (OCD) correspondem a um
grupo de doencas geneticamente determinadas que apresenta grande heterogeneidade
clinica e etiolégica e compromete sobretudo o crescimento e desenvolvimento esquelético
(23). Na maioria das vezes, as OCD alteram o crescimento dos ossos longos devido a
perturbacdo da ossificagdo endocondral na placa de crescimento (16). A maioria dessas
doencas € rara, mas no seu conjunto sio relativamente frequentes com uma prevaléncia ao

nascimento avaliada em torno de 3,2/10.000 (23,24).

1.1.4.1 Colagenopatias do tipo 11

As colagenopatias do tipo II (OMIM#120140) sao caracterizadas por alteracdes
que comprometem o sistema esquelético, olhos, regido orofacial e audi¢do produzindo
fendtipos dentro de um espectro amplamente varidvel. Devido a grande distribuicdo do
colageno do tipo Il na cartilagem, o sistema esquelético € o mais comprometido, sendo uma
das principais caracteristicas destas doencas o envolvimento predominante de corpos
vertebrais e epifises de ossos longos (padrido espondiloepifisario) (Figura 3) com relativa

preservacao das metafises (25).

Figura 3: Radiografias de pacientes com colagenopatias do tipo II, representando o padrdo
espondiloepifisdrio caracteristico dessas colagenopatias. Radiografias do periodo neonatal dos pacientes 1, 3 e
10 com os fenétipos de acondrogénese do tipo II, hipocondrogénese e displasia espondiloepifisdria congénita,

respectivamente.
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De acordo com a tltima Nosologia e Classificagdo das Doencgas Esqueléticas
de origem genética (26), os fendtipos clinicos comuns destas doengas incluem:
Acondrogénese do tipo 2 (ACG2; OMIM 200610); displasia platispondiliaca do tipo
Torrance (OMIM 151210); hipocondrogénese  (HPCG; OMIM 200610); displasia
espondiloepifisaria congénita (SEDC; OMIM 183900); displasia espondiloepimetafisdria
do tipo Strudwick (SEMD tipo Strudwick; OMIM 184250); displasia de Kniest (OMIM
156550); displasia espondiloperiférica (OMIM 271700); SED leve com artrose de inicio
precoce, SED com encurtamento dos metatarsos (Sindrome de Czech; OMIM 609162) e
Sindrome de Stickler do tipo I (STL-1; OMIM 108300) (26).

O diagnéstico das colagenopatias do tipo II se baseia, essencialmente, em
critérios clinicos e radioldgicos. O diagndstico clinico pode ser reforcado por demonstragdo
de alteracdes histoldgicas tipicas nas zonas de ossificacdo endocondral, nos casos letais

27).

1.1.4.1.1 Acondrogénese do tipo 11

Acondrogénese do tipo II (OMIM 200610) € uma displasia esquelética letal e €
a mais grave do espectro das colagenopatias do tipo II (20). Ela € caracterizada por
micromelia grave, cabeca relativamente grande, térax pequeno, abdome protuberante e
fenda palatina. Radiologicamente, pacientes com ACGII apresentam ossificagdo retardada
de corpos vertebrais, principalmente em regides cervical e sacral em associacdo com
encurtamento de ossos longos e pélvis hipopldsica com pubis geralmente nao ossificado
(20,22).

Sabe-se que a ACGII € causada, exclusivamente, por mutagdes no gene
COL2A1I. Até o momento foram descritas 21 mutagdes em pacientes com ACGII, 20 dessas
mutagdes com a troca da glicina por um aminodcido mais volumoso e a maioria delas estdo
localizadas no dominio tripla hélice (20,22,28-33). De acordo com o banco de dados do

HGMD, somente uma mutac¢do ndo-glicina relacionada ao fenétipo de ACGII foi descrita:

p.T1390N(30).
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1.1.4.1.2 Displasia platispondiliaca do tipo Torrance

PLSD-T € uma displasia esquelética rara descrita pela primeira vez por Horton
et al. em 1979. Suas caracteristicas radioldgicas incluem platispondilia geralmente grave,
térax estreito, hipoplasia grave de ilio, ossos longos extremamente curtos com metéfises
irregulares (34,35). A  histologia condro-6ssea € caracterizada por regides de
hipercelularidade com condrdcitos ligeiramente grandes na zona de reserva da placa de
crescimento e estrutura normal com incorporagdo de cartilagem em 0sso na jun¢iao condro-
Ossea. Esses achados radioldgicos e histologicos sdo usados para discriminar de outras
displasias esqueléticas letais ou semiletais (35).

Morte perinatal € frequente, normalmente devido a hipoplasia tordcica (34).
Entretanto, recentemente, fendtipos ndo letais dessa doenca com melhor ossificacdo de
corpos vertebrais t€ém sido descritos na literatura (35-39). Estas observacgdes levantam a
questdao se a PLSD-T representa uma entidade tnica com um espectro clinico amplo ou um
grupo heterogéneo de doencas com similaridades radiolégicas superficiais (35). A
montagem das cadeias individuais no trimero comeca na por¢ao C-terminal e a formacgdo da
tripla hélice progride em dire¢do a regido N-terminal. Mutacdes que alteram os
aminodcidos na por¢do carboxiterminal da molécula sio mais desorganizadoras porque
interferem mais cedo na propagacdo da tripla hélice (4).

Um pequeno nimero de mutagdes (Figura 4) no dominio C-propeptideo estdo
associadas com PLSD-T (12,19), no entanto, pelo menos uma mutacdo no dominio de tripla

hélice ja foi descrita relacionada a dois irmaos com PLSD-T (40).
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Figura 4: Mutac¢des no dominio C-propeptideo descritas na literatura em pacientes com PLSD-T [Adaptado
de Désir et al, 2012 (20)].

1.1.4.1.3 Hipocondrogénese

A hipocondrogénese (OMIM 200610) é uma displasia esquelética letal cujo
fendtipo € intermedidrio entre a ACGII e a SEDC. Normalmente, insuficiéncia
cardiorrespiratéria € a causa de morte prematura. Radiologicamente, ossos longos curtos
com fibula hipoplésica, térax largo, corpos vertebrais ovoides as vezes com cleft coronal,
atraso de ossificacdo nas regides cervical e sacral, ilio e escdpula pequenos e pouca
ossificacdo de pubis (27).

Até o momento, foram descritas 20 mutacdes relacionadas a HPCG das quais
todas sdo a troca da glicina (19,29,30,41-45) e 15 delas estdo localizadas no dominio tripla

hélice.

1.1.4.1.4 Displasia espondiloepifisaria congénita

A displasia espondiloepifisaria congénita (SEDC - OMIM 183900) é uma bem
reconhecida displasia esquelética cujo quadro clinico se caracteriza por tronco curto, cabeca
normal, face plana e, embora os membros também sejam curtos, maos e pés sdo normais.
Outras caracteristicas que podem ser observadas sdo: fenda palatina, micrognatia, perda
auditiva sensorial, hérnia inguinal, pés tortos e planos e genu valgum. A miopia € observada

em 50% dos casos podendo ocorrer, raramente, deslocamento de retina. Radiologicamente,
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o envolvimento epifisdrio pode ser observado sobretudo em cabeca femoral, joelhos e
punhos. Os corpos vertebrais apresentam platispondilia e desvios de coluna que costumam
ser frequente nos pacientes mais velhos. No recém-nascido € possivel observar uma bacia
caracteristica. A incidéncia da SEDC € de aproximadamente 1:100.000 (46,47).

Muitos pacientes com SEDC possuem a substituicdo da glicina nos tripletos
Gly-X-Y, e mutagdes em sitios de splicing causando delecdes in-frame sdo observadas com
uma menor frequéncia (12). Até o momento, foram descritas 40 diferentes mutagdes do tipo
missense relacionadas com SEDC em que 27 delas s@o substitui¢des da glicina em tripla

hélice (48).

1.1.4.1.5 Displasia espondilometaepifisaria do tipo Strudwick

A displasia espondilometaepifisaria do tipo Strudwick (OMIM 184250) foi
descrita pela primeira vez por Murdoch & Walker em 1969. Esse fenotipo € caracterizado
por baixa estatura desproporcional com caracteristicas semelhantes a SEDC diferenciado
por envolvimento metafisdrio que aparece com a idade avancada, (49). Assim, o
diagnéstico de Strudwick em um recém-nascido é “impossivel”, ja que nessa idade esse
fendtipo € indistinguivel de SEDC. Dessa maneira, o diagnostico somente € possivel apos a
infancia, quando os sinais de envolvimento metéfisrio comecam a aparecer (49).

Apenas 9 mutagdes do tipo missense no gene COL2AI t€m sido relacionadas
com o fendtipo de Strudwick (49-53). Todas resultam na troca do aminodcido glicina para

um aminodcido mais volumoso e se localizam no dominio tripla hélice.

1.1.4.1.6 Displasia de Kniest

A displasia de Kniest (OMIM 156550) também esté relacionada a um fenétipo
semelhante ao fenétipo de SEDC. No entanto, a aparéncia facial é menos tipica e as
anomalias oculares como miopia costumam ser de inicio precoce, degeneracdo de humor
vitreo e deslocamento de retina que pode levar a cegueira se ndo for tratada (54). Esses
pacientes também podem hipoplasia de face média, fenda palatina e perda auditiva (55).
Achados radiolégicos ao nascimento incluem tronco e membros curtos com metafises
alargadas, auséncia de ossificagdo do pubis, platispondilia, cleft coronal nos corpos

vertebrais e atraso de ossificagdo epifisdria, especialmente de cabegca de fémur. Com o
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desenvolvimento, as epifises tornam-se irregulares, alargadas e achatadas, As epifises
anormalmente largas podem causar dor, movimento limitado e, por fim, resultar em
contraturas articulares. Os pacientes com Kniest também podem apresentar cifoescoliose,
articulagdes proeminentes e osteoartrite prematura que restringe os movimentos (55,56).

Os individuos podem morrer de insuficiéncia respiratéria logo apds o
nascimento ou podem levar uma vida relativamente normal com uma baixa estatura
desproporcionada e cifoescoliose (55).

A KND resulta principalmente da delecao de éxons, no entanto, existem alguns
casos de mutacdes do tipo missense, dele¢des in-frame e mutagdes em sitio de splice

(12,57).

1.1.4.1.7 Displasia espondiloperiférica

A displasia espondiloperiférica (SPD — OMIM#271700) foi descrita pela
primeira vez em 1977 e € caracterizada por baixa estatura, pés tortos, hipoplasia de face
média, miopia. Diferente das outras colagenopatias com maos e pés de tamanho normal,
nessa displasia sdo pequenos (braquidactilia). Variedade fenotipica considerdvel esta
presente nessa displasia. Ja foram descritas diferentes mutacdes no gene COL2AI para a
SPD como duplicacdes, mutacdes que geram proteinas truncadas e mutacdes do tipo

missense no dominio C-propeptideo (58).

1.1.4.1.8 Sindrome de Czech

A displasia de Czech se caracteriza por pseudoartrite reumatéide de inicio
precoce, perda auditiva aparecendo no inicio da idade adulta, platispondilia leve, estatura
normal e encurtamento do terceiro e quarto dedos dos pés. Até agora, uma dnica mutagcao
missense (R275C) localizada no dominio tripla hélice do gene COL2A1 tem sido associada

a essa condi¢do (58,59).

1.1.4.1.9 Sindrome de Stickler

A sindrome de Stickler € uma condi¢do genética e clinicamente heterogénea

que foi descrita pela primeira em 1965 por Gunnar Stickler como uma artro-oftalmopatia
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hereditaria e progressiva (17). Uma heterogeneidade de locus marcante tem sido associada
a sindrome de Stickler (17). Os fenétipos da sindrome de Stickler t€ém sido subdivididos
em: tipo I (STL1; OMIM# 108300), tipo II (STL2; OMIM# 604841) e tipo III (STL3;
OMIM# 184840). A STLI estd associada a mutacdes no gene COL2A enquanto STL2 &
causado por mutacdes no gene COLIIAI e o STL3 por mutacdes no gene COLIIA2
(5,7,60).

A sindrome de Stickler € caracterizada por hipoplasia marcante de face média,
fenda palatina, alto grau de miopia podendo evoluir para deslocamento de retina e cegueira,
hipermobilidade articular, displasia espondiloepifisdria leve, artrite degenerativa de inicio
precoce e perda de audi¢do. Radiologicamente, sinais leves de displasia espondiloepifisaria
podem ser observados. As manifestacdes fenotipicas sdo altamente varidveis tanto inter-
como intrafamiliar (17,60). Entretanto, fendtipos vitreos t€m sido usados como diferencial
entre pacientes com mutagdes em qualquer um dos genes COL2A1 ou COL11A1 (Sindrome
de Marshall) (17) ja que pacientes com mutacdo no COL2A I normalmente apresentam uma
perda auditiva menos significante que a encontrada em outros tipos de sindrome de Stickler
(61).

A incidéncia da STL1 € estimada entre 1 em 7500 e 1 em 9000 nascimentos.

A maioria das mutacdes identificadas no gene COL2AI em pacientes com
STLI resultam em decaimento do mRNA mediado por mutacdo nonsense (61). Até 2009,
82 mutagdes no gene COL2AI haviam disso descritas em pacientes com STLI1. Estas
mutacOes estdo espalhadas ao longo do gene e quase sempre resultam em
haploinsuficiéncia (60). Em cerca de 5% dos casos de STL1, ndo se encontra mutagdo no
gene COL2AI. Suspeita-se que uma grande proporcdo destes 5% possam se de fato
mutacoes intrOnicas distantes que ndo sdo facilmente detectadas pelo sequenciamento

habitual que avalia éxons e suas regides intronicas flanqueadoras (62).

1.1.4.2 Outros fenotipos

Atualmente tem sido descritos outros fenétipos com mutagdes no gene COL2A 1
que ainda ndo foram incluidos no grupo de colagenopatias do tipo II pela Nosologia e

Classificacdo das Doengas Esqueléticas de origem genética (26). Dentre esses fenotipos
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destacam-se a dispondiloencondromatose (DSC) e a displasia espondilometafisaria do tipo
Algerian (SMD-A) (51,63).

A DSC é uma displasia esquelética rara que estd classificada dentro do grupo
das displasias espondilometafisarias. Todos os casos descritos até o momento sao
esporadicos. Os individuos afetados com DSC costumam apresentar anisoespondilia e
lesdes tipo encondroma nas por¢des metafisdria e diafisdria dos ossos tubulares longos,
além de cifoescoliose e encurtamento assimétrico de membros em uma idade precoce.
Nakane e colaboradores (2011)(51), relataram um paciente com DSC em que foi
encontrada uma mutac¢do nova no gene COL2A1 (p.G753D) e sugeriram que DSC também
pertence ao espectro das colagenopatias do tipo II (51).

A SMD-A (OMIM 184253) é uma displasia rara que pertence ao grupo das
displasias espondilometafisarias com grave genu valgum (26). A SMD-A € uma disturbio
autossOmica dominante e os individuos afetados apresentam tronco curto e grave genu
valgum podendo também apresentar miopia. Radiologicamente, esses pacientes apresentam
platispondilia, iliaco curto e displasia metafisdria generalizada de ossos longos.
Matsubayashi e colaboradores (2012) encontraram a mutagdo p.G861V no gene COL2A1

em um paciente de origem japonesa com SMD-A (63).

1.1.5 Diagnéstico molecular das colagenopatias do tipo I1

Dada sua crescente disponibilidade, os exames moleculares sdo utilizados cada
vez mais como adjuvantes para confirmac¢ao do diagnéstico clinico inicial, quando possivel,
e também com finalidade académica favorecendo como, por exemplo, correlacdo genotipo-
fenotipo de alguns fenotipos com genes especificos (64).

O mecanismo molecular que fundamenta a diversidade fenotipica das
colagenopatias do tipo II ndo é totalmente entendido (13). O esclarecimento da correlagdo
genotipo-fendtipo nas colagenopatias do tipo II € dificultado em razdo da variagdo
fenotipica e das transi¢des fenotipicas idade-dependente (19).

Apesar de varias das colagenopatias tipo II apresentarem alteragdes
radioldgicas caracteristicas, nem sempre o diagndstico do tipo especifico € facil, sobretudo
nos primeiros anos de vida, fazendo-se necessario o seguimento clinico-radiolégico e/ou o

estudo molecular para identificar a mutacdo no COL2AI. Além disso, como as mutacdes
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observadas nao sao tipo especifico e o nimero de casos estudados molecularmente ainda é
limitado, estender a investigacdo dessas colagenopatias a um nimero maior de casos de
uma casuistica local pode trazer novos conhecimentos para o entendimento das bases

moleculares dessas condi¢des (14).
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O presente projeto teve como objetivo geral avaliar as bases moleculares de

uma série de pacientes com diagndstico estabelecido ou duvidoso de colagenopatia tipo I1.

2.1 Objetivos especificos

. pesquisar as mutacdes no gene COL2AI numa série de pacientes com
diagnéstico de colagenopatia II a partir de estratégia especifica;
. comparar as mutagdes observadas com os diagnésticos clinicos tentando

contribuir para uma melhor defini¢do da correlacdo genétipo-fenétipo.
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3 - CASUISTICA, MATERIAIS E
METODOS
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O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade

de Ciéncias Médicas de acordo com o parecer em anexo (ANEXO 1) e todos os individuos

e responsdveis foram orientados quanto a investigacdo proposta, tendo assinado o termo de

consentimento livre e esclarecido (ANEXO 2).

3.1 Casuistica

Os pacientes incluidos nesse estudo foram selecionados a partir de:

Programa de Genética Perinatal do Departamento de Genética Médica - CAISM
/ UNICAMP;

Ambulatorio de Displasias Esqueléticas do Hospital das Clinicas (UNICAMP).
Pacientes derivados de outros centros € encaminhados a partir da colaboracao
com dois projetos:  “Malformacdes  esqueléticas  congénitas e
osteocondrodisplasias no Brasil (CoSMO-B): uma estratégia colaborativa para o
manejo clinico e pesquisa basica” [CNPq - 590148/2011-7] e “Uma proposta
para melhorar o diagndstico das osteocondrodisplasias (OCD) no periodo
neonatal e incentivar um registro dessas condi¢des” [CNPq - 402008/2010-]
(SUS).

Foram incluidos no estudo uma coorte de 33 pacientes com diagndstico

estabelecido ou duvidoso de colagenopatia do tipo II. A distribui¢c@o desses casos, conforme

o diagndstico, estd referida na Tabela 3.

Tabela 3: Distribui¢c@o dos pacientes estudados, segundo o diagndstico inicial.
Diagnostico inicial Niimero de Pacientes
ACGIIL
HPCG
Torrance
SEDC
Strudwick
Kniest
Czech
Stickler
COL2A1*
COL2A1*: Pacientes com diagndstico de colagenopatia do tipo II ndo especifica.

QAU = WO W
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3.2 Métodos

3.2.1 Extracao de DNA gendomico

Na maioria dos casos utilizou-se DNA de sangue periférico extraido através do
protocolo de fenol e cloroférmio adaptado de Sambrook & Russel (65) que propicia a
obtencdo de grande quantidade de DNA Para alguns casos o DNA foi obtido de fibroblastos

provenientes do cultivo de pele ou cartilagem.

3.2.2 Desenho de primers

Para a amplificagdo dos éxons do gene COL2AI foram construidos
oligonucleotideos iniciadores (primers) que flanqueiam essas regides. Os primers foram
desenhados com o auxilio do software Primer3® e suas estruturas secunddarias analisadas
pelo programa GeneRunner®. Foram levadas em conta algumas regras como tamanho dos
primers de 18 a 25 nucleotideos, auséncia de complementariedade entre os primers,
porcentagem semelhante do conteddo de citosina e guanina dos dois primers, temperaturas
proximas de anelamento entre os pares de primers e tamanho do fragmento a ser
amplificado de até 750 pares de bases.

No total, foram utilizados 41 pares de primers para a amplificacdo dos 54 éxons
do gene COL2A1. Cada par de primer amplifica a regido codificante do gene (éxon) e suas
jungdes intron/éxon formando os chamados amplicons. Os primers foram submetidos a
gradientes de temperatura para encontrar a temperatura de anelamento ideal para cada par.
O Apéndice 2 apresenta as sequéncias nucleotidicas dos primers e suas respectivas

temperaturas de anelamento.

3.2.3 Amplificacio de DNA por PCR

Os fragmentos de DNA gendmico foram amplificados pela técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction), utilizando-se os primers especificos para cada éxon do gene
COL2AI.

As reagdes de PCR foram realizadas com um volume final de 10uL, contendo

50ng de DNA gendmico; 10 picomoles de cada primer; 15U de Taq e concentragdes finais
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de 1,5mM de MgCl2, 80uM de cada desoxirribonucleotideo, tampao 1X com (NH4)2SO4
[20mM de (NH4)2SO04; 75mM de Tris-HCI pHS8.,4; 0,01% (v/v) de Tween 20]. Para alguns
pares de primers, utilizou-se de DMSO (5%) para a otimizacao da reagao.

As condigdes para a realizacdo da PCR foram: desnaturacdo inicial a 95°C por
5 minutos, seguida por 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a temperatura de
anelamento especifica dos pares de primers e 1 minuto a 72°C; e, depois dos ciclos,
extensao final a 72°C por 10 minutos.

Para otimizar o processo de amplificagdo dos amplicons e minimizar o
surgimento de bandas inespecificas, foi utilizada a técnica de Touchdown PCR para todos
os pares de primers (66). A temperatura de anelamento no primeiro ciclo foi programada
para 10°C acima da temperatura de anelamento especifica do par de primers. Em cada
ciclo, a temperatura diminui 0,5°C e, apds 20 ciclos, atinge a temperatura de anelamento
ideal. Os ciclos seguintes seguem a temperatura especifica dos primers.

As reagOes foram realizadas em paralelo com um controle sem DNA (branco)
com a finalidade de identificar possiveis contaminacdes. Apos a amplificacdo, foi realizado
eletroforese (40min-100V) em gel de agarose a 1,5% com a aplicacdo de 2ul da reacdo de
PCR com 2ul de azul de bromofenol. O gel de agarose foi corado com o corante SYBR®
Safe para a visualizacdo da banda referente ao amplicom de cada par de primers a fim de
avaliar a qualidade e especificidade da reacdo. Foi utilizado marcador de peso molecular de
100 pares de base (Thermo SCIENTIFIC GeneRuler 100pb DNA Ladder).

Embora ndo exista hot spots no gene COL2A e a maioria das mutacdes sejam
“privadas” (26,52,67) sdo conhecidas algumas regides do gene associadas mais

frequentemente a alguns fendtipos (18), conforme mostra a Figura 5.
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Figura 5: Representagdo esquematica da estrutura do coldgeno do tipo II com a localizago das regides

relacionadas a cada fenétipo [Modificado de Korkko et al., 2003 (14)].

Baseado nessa informacdo, o sequenciamento dos pacientes estudados nesse
projeto, inicialmente, se concentrou nas regides mais associadas aos respectivos fendtipos e

se estendeu para os demais €xons chegando ao sequenciamento completo do gene nos casos

de auséncia de mutacdes patog€nicas nas regides inicialmente sequenciadas. A Figura 6
mostra a estratégia utilizada para a pesquisa de mutagdes no gene COL2A1.
Fenotipo
Regibes
relacionadas ao
fendtipo
[
MUTACAO Sem mutaco

F s

=

Sequenciamento
de gene todo

Mutacgdo nova Mutag.ao
descrita
il

~

MUTACAO Sem mutagio

Comparar com a

Predi¢do literatura
- ™ -

. .

Sequenciamento

dos pais QMPSF_

Sequénciamento
de 100
CromOossomos

Figura 6: Fluxograma da estratégia de pesquisa de mutacdes no gene COL2A].
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3.2.4 Reacao de Exo-Star/Illustra™

Para preparacdo das amostras para o sequenciamento utilizou-se a purificacio
com Exo-Star/Illustra™ (exonuclease I e fosfatase alcalina) para remover o excesso de
primers. Foram adicionados 0,4 uL de exonuclease e 0,4 uL de fosfatase alcalina a cada 2,0
puL de PCR a ser purificada. As amostras foram incubadas a 37°C por 15 minutos e depois

aquecidas a 80°C por mais 15 minutos para a inativagao das enzimas.

3.2.5 Sequenciamento por eletroforese em capilar (Método de Sanger)

Os fragmentos obtidos na PCR foram submetidos a sequenciamento capilar
pelo método de Sanger (68) com o Kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing Standart
Version 3.1 e os produtos foram submetidos a eletroforese em capilar no analisador ABI
3500xL (Applied Biosystems ™ — by Life Technologies™).

A reagdo de sequenciamento foi feita para um volume final de 10ul, contendo
2ul de solugdo tampao, 1,0ul de BigDye®, 0,5ul de primer sense ou antisense (10pmol/ul),
1,0ul de PCR e 5,5ul de 4gua. As condigdes para a realiza¢do do sequenciamento foram: 35
ciclos de 20 segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 1 minuto a 60°C.

A purificagdo das amostras para o sequenciamento foi realizada com EDTA e
etanol de acordo com as instru¢des do fabricante (Applied Biosystems ™ — by Life
Technologies™). Apds a finalizacdo do processo de purificagdo as amostras foram
solubilizadas em 10 pL de formamida Hi-Di®.

No caso de inser¢Oes e delegdes, dificeis de visualizar no eletroferograma, foi
realizada clonagem em Escherichia coli (DHS5a) utilizando o vetor pGEM®-T Easy
(Promega, Madison, WI, USA) conforme as instru¢des do fabricante. Diferentes clones

foram entdo sequenciados, a fim de se obter a sequéncia nucleotidica de cada alelo isolado.

3.2.6 Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments (QMPSF)

Como o método de Sanger ndo é uma técnica indicada para confirmar grandes
delecdes ou inser¢des, para pacientes com diagndstico tipico de colagenopatia do tipo Il em

que foi suspeitada delecdo/inser¢do de éxons ou delecdo do gene, através dos resultados
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obtidos pelo sequenciamento, foi realizada uma PCR pelo método de QMPSF (Quantitative
Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments) (69—73). Essa técnica permite identificar
éxons deletados ou inseridos no gene a partir de uma PCR com primers marcados com

fluorescéncia. As condi¢des para a realizacdo da PCR estdo representadas na Figura 7.

95°C- 12

94°Cc- 30"

55°C- 45~ 24 ciclos
70°C- 1'30”

60°C- 30

10°C- ==

Figura 7: Condigdes para a realizacdo da PCR com primers marcados.

As reacdes de PCR para a QMPSF foram realizadas com um volume final de
25ul,, contendo 2ng/ul de DNA gendmico; 0,3pmol de cada primer; 0,09U de Taq
polimerase e concentragdes finais de 50mM de MgCl2, 10uM de desoxirribonucleotideo,
tampao 10X com (NH4)2S04 [20mM de (NH4)2SO4; 75mM de Tris-HCI pH8,4; 0,01% (v/v) de
Tween 20].

A reagdo também contém um primer para controle interno que amplifica uma
sequéncia pequena (237pb) do gene DSCR1 (MIM 602917). Todos os primers foward de
cada par foram marcado com o fluoréforo 6-FAM. O produto da reacdo de QMPSF (1,0 ul)
foi misturado com 9 ul de formamida e 0,4 ul do marcador de peso molecular 600 LIZ
(GeneScan 600 LIZ Size Standard, Applied Biosystems) e os fragmentos foram separados
no ABI 3500xL (Applied Biosystems ™ — by Life Technologies™). Os resultados foram
analisados no software Genescan 3.7 (Applied Biosystems) e depois foi realizada a
superposicdo dos picos do paciente e do controle com base no marcador de peso molecular.

Os picos foram normalizados de acordo com a intensidade dos picos do DSCRI.

3.2.7 Estudo em controles

As alteracdes inéditas potencialmente deletérias identificadas nos pacientes
estudados foram investigadas em 50 individuos controles (100 cromossomos), a fim de
verificar a possibilidade de serem polimorfismos encontrados na populacdo. As amostras

incluidas no grupo de controle sdo do banco de DNA do Programa de Genética Perinatal —
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DGM - CAISM / UNICAMP). Esse banco de DNA foi construido a partir de sangue de
corddo de recém nascidos dos quais conhecia-se apenas 2 informagdes: género e estado de

saude saudavel.

3.2.8 Analises computacionais

O resultado do sequenciamento foi obtido em arquivos com extensdo .abl
contendo o eletroferograma de cada reacdo sequenciada. Os arquivos foram abertos
utilizando os softwares CodonCodeAligner 4.0® e Chromas®.

Os resultados obtidos no sequenciamento foram comparados com bancos de
dados do Ensembl, HGMD®, dbSNP e Exome Variant Server. Aqueles que resultaram em
troca de aminodcido na proteina codificada e que ainda ndo foram descritos na literatura
foram submetidas a andlise in silico em diferentes algoritmos (Quadro 5), a fim de estimar
seu efeito na estrutura e fun¢do da proteina. Essas andlises levam em consideragdo as
diferencas fisico-quimicas entre o aminodcido original e o alterado, além de, no caso das
andlises de bioinformadtica, a posi¢do da alteracdo e o nivel de conservagdo entre sequéncias
homdlogas. Os softwares MutPred®, Polyphen2® e SNPs&GO® avaliam a substitui¢do da
base nitrogenada baseando-se numa combinagdo de parametros funcionais e estruturais das
proteinas, enquanto o SIFT® e o Panther® consideram informacdes evolutivas para tal
(74).

Foi utilizada também a escala Grantham para medir a diferenca entre os
residuos de aminodcido selvagem e mutante com base em suas composic¢oes, polaridades e
volumes moleculares (75). Com base nos valores obtidos nessa escala, as substitui¢des
foram classificadas em “conservadas” (<50), “moderadas” (51-100), “radicais” (101-150)
e “muito radicais” (>151) (76).

DelecOes e alteracdes em sitio de splice foram analisadas por seus algoritmos

especificos e também estdo apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1: Algoritmos utilizados para a andlise in silico das mutacdes do tipo missense.

Tipo de NOME DO ALGORITMO ENDERECO ELETRONICO
alteracio
SIFT® (Sorting Intolerant from Tolerant) http://sift.jcvi.org/
Polyphen 2® (Polymorphism Phenotyping) http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
Mutpred® http://mutpred.mutdb.org/
Mutacdes | SNPs&GO® http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/
missense | Panther http://www.pantherdb.org/
SNAP https://rostlab.org/services/snap/
?;Ing;S]I\j;;;rtig;C;fglyoi l;b;;g;lmlz)eleterwus http://snps.uib.es/phd-snp/phd-snp.html
Delecdes | Mutation Taster http://www.mutationtaster.org/
Human Splicing Finder http://www.umd.be/HSF/
Sttio de | S¢7008le = Splicing Regulation Online http://sroogle.taw.ac.il
splice Graphical Engine

Splice View

http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/wwwspliceview
ex.html

Os programas para estimar possiveis abolicdes de sitios constitutivos de

splicing, que poderiam levar ao processamento aberrante do mRNA, realizam calculos

baseados em matrizes de peso posicional (PWM - position weight matrices) (77). Esse tipo

de andlise segue o principio de que um sitio de splicing em potencial pode ser definido

como uma sequéncia de bases nucleotidicas, para cada qual e dado um peso com base em

sua frequéncia e na importancia relativa de sua posi¢ao na sequéncia.

60



http://sift.jcvi.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://mutpred.mutdb.org/
http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/
http://www.pantherdb.org/
https://rostlab.org/services/snap/
http://snps.uib.es/phd-snp/phd-snp.html
http://www.mutationtaster.org/
http://www.umd.be/HSF/
http://sroogle.tau.ac.il/
http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/wwwspliceview_ex.html
http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/wwwspliceview_ex.html

61

4 - RESULTADOS



62



4.1 Aspectos clinicos

Participaram do estudo 33 pacientes com diagndstico estabelecido ou duvidoso
de colagenopatia do tipo II. Os pacientes estdo distribuidos no Quadro 2 de acordo com a
classificagdo das colagenopatias (26), da mais grave para a mais leve, segundo o
diagnéstico final. Os pacientes com SEDC foram classificados em: SEDC-L, pacientes que
apresentaram quadros mais leves do espectro espondiloepifisario; SEDC; e SEDC-LT,
pacientes que morreram nos primeiros meses de vida.

O Quadro 2 apresenta dados clinicos gerais dos pacientes da casuistica A
evolucdo apresenta a idade do paciente na ultima avaliacdo caso o paciente ndo tenha
morrido.

Em relagdo a vitalidade, 9 de 33 pacientes morreram, sendo desses dois
pacientes natimortos.

Em 13 dos 33 pacientes, ndo foi possivel a coleta de dados clinicos gerais.
Assim, considerando um N=20, as idades dos pacientes variaram de 5 meses a 14 anos e 8
meses € 60% eram do sexo masculino e 40% do sexo feminino. A média de idade
gestacional em semanas foi de 37,4+2,87(média + desvio padrdo), a média de peso em
gramas foi de 2741,5+682,54 e a média de comprimento (centimetros) foi de 38,375+10,40.
A idade materna e paterna sdo referentes a idade dos pais ao nascimento do paciente
estudado e as médias de idade foram de 27,05+4,94 e 34,15+7,81, respectivamente.

Os pacientes 2, 20, 23 e 30 apresentaram recorréncia na familiar.
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Diag. Inicial | Diag. Final

D. Torrance | D. Torrance
e e
- SEDC SEDC-LT
e e
oo
B

Idade
materna | Paterna
(anos)

Idade

(anos)

Recorréncia
familiar

Sexo

Idade

gestacional
(Semanas)

Peso ao
nascimento
(gramas)

Quadro 2: Caracteristicas clinicas gerais dos pacientes com colagenopatias do tipo II estudados no presente trabalho.

Comprimento
a0 nascimento
()

Vitalidade
(NV/NM)

Evolucao

29 NAO 34 1655 30 NM NC

22 47 SIM F 35 2145 35 NV Obito (<1H)
25 28 NAO M 32 1795 27 NV Obito (40min)
32 33 NAO M 3% 1765 31 NM NC

27 33 NAO M 37% 2850 39 NV Obito (25d)
21 24 NAO M 39 2590 38 NV Obito (11m)
25 34 NAO M 39 3135 38,5 NV Obito (3m)
- - NAO F 36 2480 38,5 NV Obito (3m)
24 29 NAO M 38 3610 36 NV Obito (7m)
33 25 NAO M 37 3325 3 NV 8alm

28 36 NAO F 41% 3865 48 NV 3a8m

20 32 NAO F 39% 1990 41 NV 9ad4m

20 54 NAO M a termo 2750 40 NV 10a

35 39 NAO M 38 3070 41 NV -

37 37 NAO M 38 3200 42,5 NV -
42 56 NAO F 38 2940 43 NV -

28 30 NAO M 38 3000 41 NV la7m
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SEDC - - NAO F 40 2510 32 NV 10m

SEDC - - NAO F a termo 2900 42 NV 5m

COL2A1 29 28 NAO M - 3650 47 NV 9a

SEDC - - NAO F a termo 3300 42 NV 5a9m

SEDC Strudwick 29 30 NAO F 40 2555 40 NV 3a

D. Kniest 27 25 NAO F 35 2250 40 NV -

e IR EIEE - W |-

COL2A1 D. Kniest - - - - - - - NV -

30 Czech | Osteoartrite NP 39 SIM F ] ] ] NV 2a
familial

M
S. Stickler 24 48 SIM M 39 3380 49 NV 3abm
S. Stickler 35 31 NAO M a termo 2640 46 NV 2a

S. Stickler/ | S. Stickler/ .

S. Stickler 29 39 NAO F SI 2860 47 NV 3allm

SEDC COL2A1 37 38 NAO F 41 2250 45 NV 2a3m

COL2A1 COL2A1 31 35 NAO F 39+6* 3620 46 NV 15a

Legenda: F: Feminino / M: Masculino / -: sem informacéo clinica / NC: ndo se aplica / NV: Nativivo / NM: Natimorto / *: Nos casos em que a idade gestacional
ndo foi mencionada foi utilizada a idade do método de Capurro / a: anos / m: meses / min: minutos / d: dias / H: hora / SEDC-LT: EDC letal / SEDC-G: SEDC
grave



Foram avaliadas as radiografias do periodo neonatal de 13 pacientes. As
caracteristicas esqueléticas desses pacientes (pacientes 1-8, 10-12, 14 e 19) estdo

apresentadas no Quadro 3.
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Quadro 3: Alterag(”)es esqueléticas dos pacientes estudados no periodo neonatal.

longos

D
g Comprometiment -
= o Out It
2 Outras alteracdes Encurta- AO de Outras Auséncia / Outras o metafisario uiras atteragoes
A ¢ mento carpal joelho || alteracoes | HP de pubis
+ + + - NC + iliaco tipico + -
+ + + - + NC NC NC NC + ilfaco tipico - -
Discreto
S|+ + - + NC NC NC NC + - + encurvamento em
0ssos longos
H +H++ | + - - + NC NC + NC + Bacia em - -
caracol
+ + + - + NC NC + NC + - - -
HP de falange
+ + + - + NC NC si NC + - - média de 2° e 5°
dedo
- + + - + NC NC + NC + - - -
+ + + - + NC NC + NC + - - -
+ + + - + NC NC + NC + - - -
discreto
- - - - + + + + - + alargamento -
metafisdrio
corpos vertebrais discreto HP de falange
- Tpos Ve + - + - - - alargamento distal de 1° dedo
ovoides . .
metafisario dos pés




cleft coronal
+ - - (vértebra T9), si - si si - si - si -
vértebra T12
ovoide
epifises
+ + - cleft coronal + - - - + - - -
alargadas

89

Legenda: CV: cervical / SC: sacral / AO: atraso de ossificagdo / HP: hipoplasia / PLAT: platispondilia / si: Sem informacdo do periodo neonatal / NC:
caracteristica ndo corresponde com a idade do paciente / +: presenca / -: auséncia.



Os quadros 4 e 5 apresentam caracteristicas esqueléticas e clinicas,
respectivamente, de acordo com a ultima avaliacdo de cada paciente (a idade de cada

paciente estd apresentada no quadro 4).
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Quadro 4: Alteracdes esqueléticas dos pacientes do estudo na idade da ultima consulta.

Ossos >
Coluna Epifise
longos HP de
cabeca Compro-
AO Auséncia metimento Outras alteracées
Outras Encurta | AO Outras de fisari
= de = A / HP de Outras metafisario
alteracoes | -mento | carpal : alteracoes fémur g
joelho pubis
acetabulo discreto
- - - - + - + - - - + anormal; alargamento -
coxa vara metafisario
p discreto HP de falange distal
Vértebras HP de .. g
S I . + - + - - - + . alargamento | de primeiro dedo dos
ovéides acetabulo L. A
metafisario pés, corner fractures
acetabulo discreto
- - - - + - + - - - + anormal; alargamento -
coxa vara metafisario
corner fractures,
encunhamento
anterior de vértebras
+ | - | - - - + + - - - + - +
lombares altas e
posterior de vertebras
lombares mais baixas
alargamento e
HP de ramo | . game
P irregularidade
+ | - | - - + - - - coxa vara + - isquio- P -
g de metafises
puibico .
em joelhos
seudoepifise coxa vara,
. . . . p P HP de ramo
si | si| si si - + - - em segundo + + Lo -
metacarpiano 1squio-
pubico




Atraso de

ossificagdo alargamento
cleft coronal o
. femoral, epifise com
(vértebra . . .
- - < + proximal de - irregularidade -
T9), vértebra " Lo
P fémur principalment
T12 ovéide . L. "
hipoplésica e e em fémur
bipartida
bacia tipica,
+ | si - + - acetabulo - -
irregular
+ acetdbulo metafises
irregular irregulares
corpos .
'POs, . acetdbulo
-] - vertebrais - - tipica corner fractures
. alargado
ovoides
bacia tipica,
acetdbulo
si | si si si - alargado e +
levemente
irregular
contorno s
bacia tipica,
levemente 5
. acetdbulo
- | - | irregular de - - . - -
Corpos caracteris-
. tico
vertebrais
coxa vara,
-] - - - - acetabulo + corner fractures
irregular
metafises
- - - + - coxa vara -
alargadas
- - - - - - + -
encurtamento

metacarpiano de
quarto e quinto dedo,
artrite de quadril




acetabulo

~ irregular,
alteracdo de cgular
coxa vara, .
corpo alargamento osteoartrite, asa do
- + - - afilamento h e . P
vertebral, ~ discreto ilfaco hipoplasica
. da porcdo
escoliose .
final da asa
do iliaco
alteracdo de coxa valea alargamento
corpo NC |NC| NC NC o di distal de -
vertebral d fémur
1 a .
alteragio de acetabulo
corpo + + - - irreoular alargamento -
vertebral &
HP de ramo
- + - - . .~ . | alargamento -
isquio-ptibis
acetdbulo
cifoescoliose, Pseudoepifise irregular, Leve
costelas + + - no segundo HP de ramo 08508 wormianos
. Lo alargamento
alargadas metacarpiano isquio-
pubico
HP de
acetabulo,
luxacdo de
cadeira, HP
- + + + - - -
leve de
ramo
isquio-
pubico
. alteracdes de
pseudoepifise HP de ramo ¢ encurvamento de
. . L. falange, "
cifoescoliose + + - no segundo isquio . . fémur, coxa valga, HP
. o irregularidade .
metacarpiano pubico ] proximal de fibula
de acetibulo

: cervical / SC: sacral / AO: atraso de ossificacdo / HP: hipoplasia / PLAT: platispondilia / si:

sem informag@o
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pisia | membros

Perfil
facial
achatado

Quadro 5: Caracteristicas clinicas dos pacientes do estudo na idade da tltima consulta.

Baixa estatura

palatina | Propor-
cionada

Despro-
porcionada

Maos/
pés
normais

Pescoco | Articulacoes
volumosas

Outras alteracoes

Sobra de pele em pescogo, prega

+ ++ + + - + + + + NC NC NC palmar tnica bilateral, abdugao de
coxas e clinodactilia de 5° dedo
I le em raiz nasal
i N i N ) N N i + NC NC NC Sobra Qe pele em pescogo, raiz nasa
baixa, abdome proeminente
Prega palmar tnica bilateral, prega
+ ++ + - - + + + + NC NC NC unica de quinto dedo, hidrocele,
lingua protusa, proptose ocular
Prega palmar tunica bilateral, lingua
+ ++ + - - + + + + NC NC NC gap » 1ng
protusa, proptose ocular leve
Sobra de pele em pescoco, prega
- ++ + + - + + + + NC NC NC pele em pescoco, preg
palmar unica unilateral.
- - - - - - - + - - - - -
Pé torto congénito bilateral,
- + + + - + + + + NC NC NC | membros inferiores encurvados com
abducdo de coxas
- ++ + + - + + + + NC - NC Olhos proeminentes
- ++ + - - + + + + NC NC NC Membros inferiores encurvados
- + + - - + + + + - si si Cifoescoliose, aumento de lordose
- + + - - + + + - - si si Varismo de membros inferiores
. Discreto pectus carinatum, pés
- + - - - + + + - - + si
planos, genu valgum
Face tipica, lordose aumenta, pés
- + - - - - ++ + + - - - .
planos, pectus carinatum
- - + - - + + + - - si si pectus escavatum
- - + si - + ++ + - - si si face triangular
si + + si si si si si si si si si si




V.

¢é torto congénito bilateral, abdome

] + + _ _ + - + - NC NC | Nc | P gentto. :

proeminente
- - - - + - + + - - -
- + + - si - - - Lordose aumentada
- - - - - - - + - - - escoliose

pectus carinatum, escoliose, pés
- + + - - + ++ + + - - -
planos
- - + - - + + - + - - - Genu valgum
- - +++ + - - - - - - - - Proptose ocular
Peito carinatum, cifoescoliose,
- - - - - + - + + + - - . )
rigidez de cotovelo e joelho
Genu valgum, articulacao do joelho
- + - - - + ++ - - - + ? .
levemente proeminente
- - - - - + - - - - - - -
- - - - - + + - - - + ? -
- - + - - - - - - - - ? Mae com miopia
- - + - + - - - - - + - -
N N Epicanto bilateral, olhos

proeminentes
- - + - - + + - - - - + Cifoescoliose
- - + - - + + + + NC NC NC Lordose acentuada
- - +++ - - ++ - - + - + + Halus valgo, genu valgum

Legenda:

HP: hipoplasia / NC:

caracteristica ndo corresponde com a idade do paciente/ +: presengca / -:

auséncia / si: sem informacdo clinica




4.2 Aspectos moleculares

Dos 33 pacientes submetidos ao sequenciamento do gene COL2AI, foram
identificadas alteracdes deletérias em heterozigose em 23 (69,7%): 18 alteragdes do tipo
missense (11 inéditas e 7 descritas), 4 alteragdes que modificam sitio de splice (2 inéditas e
2 descritas) e uma delecdo inédita. Retirando os pacientes com diagndstico duvidoso
(pacientes 19, 24, 25 e 26) a porcentagem de pacientes com mutacdo encontrada sobe para
79,31%. A maioria das muta¢des encontradas foram “privadas”, no entanto, houve a
recorréncia de duas mutagdes em 5 pacientes. Sendo assim, o total de alteracdes
potencialmente deletérias foi de 20, sendo 14 delas inéditas. A frequéncia dessas mutagdes

nos pacientes do estudo pode ser vista na Figura 8.

Delecdo
4%

Sitio de splice
18%

Missense
78%

Figura 8:Apresentagio simplificada da frequéncia dos tipos de mutagdes encontradas nos pacientes do
estudo.

O quadro 6 mostra em detalhes os resultados obtidos pelo sequenciamento do
gene COL2A1 como a mutacdo encontrada (nucleotideo e aminoacido) e dominio e éxon
em que a mutacdo estd localizada. Para a maioria dos pacientes em que foi encontrada
mutacao inédita, foi realizada a coleta e andlise de material genético de pais para avaliar a
presenca/auséncia da mutacao.

De todos os pais analisados, a mesma mutagdo do filho foi encontrada somente
no pai da paciente 13. Nenhuma das alteracdes deletérias foram encontradas no

sequenciamento de cromossomos controles analisados e nos bancos de dados pesquisados.
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Quadro 6: Resultado do sequenciamento de todos os pacientes, ordenados de acordo com o diagnéstico final de cada um deles.

I;flii' Diaﬁf;lt ico Aminoacido Proteina | Troca do aminoicido | Exon Dominio (Sl:(:’:l:(f)lrlncsizel:tlsg::l/:)l; ie(.]uenciamenfo Referéncia
ai Mae

1 ACGII 1358G>A G453D Glicina / Aspartato 21 Tripla hélice 18 - - (28)
2 ACGII 2409+1G>A - - 36 Tripla hélice Sim A - Inédita
5 D. Torrance 3943T>G C1315G Cisteina / Glicina 52 C-propeptideo 3 - A Inédita
6 D. Torrance | 4387_4389delATT | Ile1463del - 54 C-propeptideo 6 - - Inédita
3 HPCG 1826G>A G609D Glicina / Aspartato 27 Tripla hélice Sim - - Inédita
4 HPCG - - - - - 13 - - -

10 SEDC-LT 1781G>A G594E Glicina / Ac. glutamico 27 Tripla hélice 19 - - (53)
11 SEDC-LT 1781G>A G594E Glicina / Ac glutdmico 27 Tripla hélice 26 - - (53)
12 SEDC-LT 1546G>A G516S Glicina / Serina 24 Tripla hélice 24 A A Inédita
7 SEDC-G 2965C>T R989C Arginina / Cisteina 43 Tripla hélice 11 A A (78)
8 SEDC-G 2965C>T R989C Arginina / Cistefna 43 Tripla hélice 35 A A (78)
9 SEDC-G 2965C>T R989C Arginina / Cisteina 43 Tripla hélice 14 A A (78)
21 SEDC-G 1709G>A G570D Glicina / Aspartato 26 Tripla hélice 36 - A Inédita
32 SEDC-G - - - - - Sim - - -

33 SEDC-G 2059G>C G687R Glicina / Arginina 32 Tripla hélice 40 - - Inédita
14 SEDC - - - - - 36 - - -

15 SEDC 1583G>C G528A Glicina / Alanina 25 Tripla hélice 14 A - Inédita
16 SEDC 2122G>C G708R Glicina / Arginina 33 Tripla hélice 51 - - Inédita
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17 SEDC 1493G>A G498D Glicina / Aspartato 23 Tripla hélice 17 Inédita
29 SEDC-L 3445G>A G1149R Glicina / Arginina 49 Tripla hélice 47 Inédita
28 SEDC-L 3239G>T G1080V Glicina / Valina 46 Tripla hélice 16 Inédita
18 SfrEde(vic-k 3364G>A G1122R Glicina / Arginina 48 Tripla hélice 27 (79)
19 D. Kniest - - - - - Sim -
20 D. Kniest Delecdo de 28pb - - 14 Tripla hélice 2 (55)
31 D. Kniest 1070C>T A905V Alanina / Valina 14 Tripla hélice 48 (80)
30 Osteogr.trite i i i i i Sim )
familial

22 S. Stickler 2049+1G>A - - 31 Tripla hélice Sim Inédita
23 S. Stickler - - - - - Sim -
24 S. Stickler - - - - - Sim -
25 S. Stickler - - - - - Sim -
26 S. Stickler - - - - - Sim -

13 COL2A1 164G>A C55Y Cisteina / Tirosina 2 N-propeptideo Sim Inédita
27 COL2AI - - - - - Sim -

Legenda: P: presenga da mesma mutacdo do filho / A: auséncia da mutacdo observada no filho.
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Das 11 muta¢des do tipo missense inéditas, 9 delas representam a troca do
aminodcido glicina e estdo localizadas no dominio tripla-hélice da proteina relacionadas ao
fenétipos de HPCG e SEDC (letal a leve). Das duas mutacdes restantes, uma estd localizada
no dominio N-propeptideo (fendtipo de colagenopatia tipo II ndo especifica) e outra no
dominio C-propeptideo (Displasia de Torrance) e ambas representam a troca do aminodcido

cisteina.

4.2.1 Acondrogénese do tipo II

Dois pacientes da casuistica apresentaram o fenétipo de ACGII. Na paciente 1
foi encontrada a mutagdo p.G453D (28). Na paciente 2 (Figura 9) foi encontrada a troca
G>A, em heterozigose em sitio doador de splice (primeira base apds o término do éxon 36 -
¢.2409+1G>A), portanto uma alteracdo obrigatoriamente patogénica. Com essa alteracao
ocorre a traducdo de 83 aminodcidos que ndo pertencem a proteina normal até chegar a um

stop cédon (TAA) como mostra a figura 10.

G G C G A G A A G
Zoo

G A G T C CC & G
Zlo

G T
A \
s WA A AN
GB'} c G :guﬁ A A G .ﬁT G A G:'Egc cC C [c] G

WA AV AN AN

Figura 9: Raio-x pds-6bito da paciente 2 na parte superior da figura. E possivel observar um atraso de
ossificacdo de coluna (cervical e sacral, encurtamento de ossos longos e auséncia de pubis. Na parte inferior
da figura, pode-se observar o sequenciamento do pai no eletroferograma A apresentando somente um pico de
G e o sequenciamento do paciente no eletroferograma B apresentando a troca G>A em hetorozigose.
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ﬁﬁ% atg agt ccc ggc tcc ttt cct cte cac acc ttg cct cce tgt cac acc tec tte tta tct cct gec aaa gge ggt
RIMS PG SEPL HTEEBEPE EHTS SLSPAK GG
tct gte ttg tce tee cte acc act gic acc ctc gge caa gge cgt agg agt gaa gag ggg gec ctc tca gaa gtg
SV LSS LTTNMTLGQGRRSEE GALS E V
aag ccg ctg geca gtg ttc cct gtt ggg tgg ggc aac tgg get ggg gta aac aca cat tca geca gag gec ctec gag
K P LAVEFPVGWGNWAGI NTHSAE ALE
agg gtgcgg gtatgg get gcacag ad ovvnveiieeeennnenn.

R V RV W A A Q STOP

Figura 10: Esquema da alteragdo em sitio de splice, mostrando a formagao do stop codon (em laranja) ap6s
83 aminoacidos depois do éxon 36. A letra “a” em vermelho representa o nucleotideo que foi trocado (G>A).

Essa alteragdo (c.2409+1G>A) obviamente n3o foi encontrada no
sequenciamento do pai nem no sequenciamento de 72 cromossomos controles. O

sequenciamento da mde ndo foi possivel devido ao material biologico insuficiente para a

andlise e pola impossibilidade de recoleta.

4.2.2 Displasia platispondiliaca do tipo Torrance

Nos pacientes com diagndstico de PLSD-T, foram encontradas duas altera¢des
inéditas em dominio C-propeptideo. Na paciente 5 (Figura 11), foi encontrada a mutagdo do

tipo missense p.C1315G localizada no éxon 52. Essa mutagdo ndo foi encontrada na mae e

nem em 104 cromossomos controles.

p.C1315G/c. 3943T>G

" B B - E NN EEEB®N
TTCHRGCAACAT

Figura 11: A direita, foto e raio-X do paciente 5. Pode-se observar no raio-X um atraso de ossificacio de
coluna (cervical e sacral), encurtamento e discreto encurvamento de ossos longos, hipoplasia de pubis e
comprometimento metafisario.

No paciente 6, foi encontrada no éxon 54 a delecao do aminoécido isoleucina

na posi¢do 1463 da proteina, ilustrada na Figura 12. Essa dele¢do esteve ausente em 98

cromossomos controles.
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Figura 12: A direita, foto e raio-X do paciente 6. Pode-se observar no raio-X um atraso de ossificacio de
coluna (cervical), platispondilia, encurtamento de ossos longos, atraso de ossificacdo de joelho e bacia em
caracol. A esquerda, eletroferogramas do sequenciamento do paciente 6: A e B representam o sequenciamento
dos dois alelos obtidos apds a clonagem do éxon 54 do paciente 6 (A: alelo normal/ B: alelo com o c6don
ATT deletado).

=
A

4.2.3 Hipocondrogénese

O paciente 3 apresentou a troca inédita de uma glicina para o acido aspértico no
cédon 609 (p.G609D/c. 1826G>A). A mutagdo esteve ausente em 100 cromossomos de
controles bem como nos bancos de dados pesquisados.

Para o paciente 4 a pesquisa de mutacdo no gene COL2AI foi inconclusiva
devido ao material bioldgico insuficiente para a realizacdo de todas as andlises. Foram

sequenciados apenas 13 éxons e nenhuma mutacao foi encontrada.

4.2.4 Displasia espondiloepifisaria congénita

Dos 15 pacientes da casuistica com diagndstico de SEDC, foram encontradas
mutagdes em 13 deles. Embora todas as mutacOes encontradas estejam no dominio tripla-
hélice, uma parte delas (38,5%) se concentra na regido central desse dominio entre os éxons
23 e 27. Dentre as 10 mutacdes diferentes encontradas, 8 mutagdes sao inéditas (p.G5168S,
p-G528A, p. G570D, p.G708R, p.G498D, p.G687R, p.G1080V e p.G1149R) e resultam na
troca do aminodcido glicina por um aminoacido mais volumoso no dominio tripla hélice.
Essas alteragdes foram consideradas patogénicas por todos os algoritmos utilizados e nao
foram encontradas nos controles estudados.

Houve a recorréncia de duas mutagdes em pacientes com SEDC. A mutacdo
p-R989C foi encontrada nos pacientes 7, 8 e 9 (Figura 13) e dois deles (7 e 9) apresentaram

um fenétipo de SEDC considerado grave tanto pela baixa estatura como pela coxa vara
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(SEDC-G). A terceira paciente que apresentou essa mutagao, de acordo com a evolucao (4
anos), espera-se que ela tenha evolucdo clinica similar a dos outros pacientes. A mutagao
p-G594E foi encontrada nos pacientes 10 e 11 (Figura 14) que apresentaram um fenétipo de

SEDC-letal visto que morreram aos 3 meses de vida.

: - Bop
*‘( 1A i

’ B 1 ,'v.ﬂl_!"'

W F
Paciente 7 - 5allm

4
I/

‘ ii.-"
AL ¥ A

Paciente 8 - 3a

Figura 13: Raio-x dos pacientes 7, 8 € 9 que apresentaram a mutaga@o recorrente p.R989C. € possivel observar
nos raios-x de quadril dos paciente 7 € 9 uma coxa vara. No raio-X da paciente 8, ainda ndo é possivel
observar tao achado em razdo da idade. Os pacientes também apresentam um envolvimento metafisario,
encurtamento de ossos longos e acetdbulo atipico.

Paciente 10 Paciente 11

Figura 14: Fotos e raios-x dos pacientes 10 e 11 no periodo perinatal. Pode-se observar nos raios-x dos dois
pacientes atraso de ossificacio e coluna (sacral e cervical), encurtamento de ossos longos e hipoplasia de
pubis.
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4.2.5 Displasia espondilometaepifisaria do tipo Strudwick

No sequenciamento da paciente 18 foi encontrada a troca de uma glicina para
uma arginina no éxon 48 (p.G1122R/c.3364G>A) descrita por Walter e colaboradores em
2007 (79).

4.2.6 Displasia de Kniest

No paciente 20 foi encontrada a delecdo de 28 pares de base na juncdo éxon 14-
intron14, deletando o sitio doador de splice, descrita pela primeira vez por Winterpacht et
al. em 1993 (21).

No paciente 31, foi encontrada a mutagdo p.A905V descrita por Bogaert e
colaboradores em 1994 (80).

A paciente 19 teve o sequenciamento completo do gene COL2AI e ndo
apresentou nenhuma alteracdo com potencial patogénico. Também foi realizado o
sequenciamento do gene CANTI devido a segunda hipétese diagnodstica de displasia de
Desbuquois, e ndo foi encontrada alteracdo patogé€nica. Recém avaliada (14 anos),
levantou-se a suspeita de alteracdes no coldgeno do tipo 11, baseado no quadro-clinico

radioldgico.

4.2.7 Osteoartrite familial

Para a paciente 30, filha de pai com osteoartrite, foi realizada a investigacao de

todo o gene COL2A1 e nao foi encontrada nenhuma alteragao patogénica.

4.2.8 Sindrome de Stickler

O paciente 22 apresentou a troca inédita em heterozigose de uma guanina por
uma adenina no primeiro nucleotideo apds o éxon 31 (c.2049+1G>A), sitio obrigatdrio de
splice. Espera-se que essa alteracdo inclua o intron 31 no RNAm. Assim, na tradugio, sao
adicionados 20 aminodcidos até chegar a um stop codon (TAG) como mostra a Figura 15.
A alteracdo ndo foi encontrada no sequenciamento do DNA dos pais e de 98 cromossomos
controles. Além disso, o paciente teve todo o gene sequenciado e nenhuma outra alteragdo

com potencial patogénico foi encontrada.
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CAG|atg agt atg ggg ctc ttt gga cct geca acc tgt tta gat ggg aag gtc ttt tct gat gee

QM SM gl FGP AT clLD G K VFSD A STOP

Figura 15: Esquema da alteragdo em sitio de splice do paciente 22, mostrando a formacdo do stop cédon (em
laranja) apos 20 aminoacidos depois do éxon 31. A letra “a” em vermelho representa o nucleotideo que foi
trocado (G>A).

429 C(COL2A1

Para dois pacientes da casuistica, ndo foi possivel estabelecer um fendtipo
especifico dentre as colagenopatias do tipo II.

Na paciente 13, cujo fendtipo clinico e bacia (raio-X — Figura 16) sdo
sugestivos de colagenopatia do tipo II, a mutacdo p.C55Y encontrada é inédita e estd
localizada no éxon 2, no dominio N-propeptideo da proteina. A mesma alteracdo foi
encontrada no DNA do pai. A mie ndo apresentou tal alteracdo. A andlise in silico é
compativel com patogenicidade. Além disso, a alteracdo nao foi encontrada em nenhum dos
100 cromossomos controles. O sequenciamento completo dessa paciente nio mostrou

nenhuma outra alteragdo com potencial patogénico.

Figura 16: Fotos e raio-X da paciente 13. Pode-se observar no raio-X a direita o quadril tipico de
colagenopatia do tipo II.
Na paciente 27 (Figura 17), cujo diagnéstico de colagenopatia do tipo II se

baseou na associagdo de: surdez, miopia, perfil facil achatado, despropor¢cdo corporal e
padrdao radiolégico tipo espondiloepifisdrio. Nessa paciente, embora o sequenciamento
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completo do COL2AI ndao tenha mostrado nenhuma alteragcdo patogé€nica, o
sequenciamento mostrou-se atipico, uma vez que, diferente dos outros pacientes, nessa
paciente observou-se somente uma alteracdo em heterozigose localizada no intron 1
(rs76609872). Essa mesma alteracdo foi encontrada no sequenciamento do DNA da mae do

paciente.

Figura 17: Fotos clinicas e raio-X de coluna e quadril da paciente 27. E possivel observar no raio-X o quadril
tipico de colagenopatia do tipo II.

Foi realizada PCR pelo método de QMPSF dos éxons 1, 2, 36 e 54 para
pesquisar possiveis delecdes desses éxons, mas ndo foi possivel a andlise dos resultados.

Os pacientes 23, 24, 25 e 26 tiveram todo o gene COL2AI sequenciado e

nenhuma mutacao foi encontrada.

4.2.10 Estudo em controles

As alteracOes potencialmente deletérias identificadas nos pacientes estudados
foram investigadas em aproximadamente 100 cromossomos de individuos controles.
Nenhum dos cromossomos apresentou a alteracdo pesquisada. O quadro 7 apresenta o

numero de controles analisados para cada mutacao nova.
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analisados em cada caso

Quadro 7: Relagdo dos pacientes que apresentaram mutacdes inéditas e o nimero de cromossomos

CROMOSSOMOS
PACIENTE | PROTEINA cDNA ANALISADOS

2 - 2409+1G>A 86

3 G609D 1826G>A 100
5 C1315G 3943T>G 104
6 Ile1463del | 4387_4389delATT 100
12 G516S 1546G>A 114
13 C55Y 164G>A 100
15 G528A 1583G>C 114
16 G708R 2122G>C 88

17 G498D 1493G>A 100
21 G570D 1709G>A 114
22 - 2049+1G>A 102
28 G1080V 3239G>T 100
29 G1149R 3445G>A 92

33 G687R 2059G>C 72

4.2.11 Analise in silico das muta¢oes novas

Todas as alteracdes potencialmente patogé€nicas foram comparadas com bancos
de dados (Ensembl, HGMD®, dbSNP e Exome Variant Server). Essas mutacdes ndo foram
encontradas em nenhum dos bancos de dados citados.

Para as mutacdes missenses inéditas, também foi realizada a andlise in silico
para a predicdo de patogenicidade. O Apéncide 3 mostra os resultados obtidos em cada
algoritmo. Entre parénteses estdo os valores de probabilidade de patogenicidade da
alteracdo (quando a predicao é >0,5: patogenicidade). Todas as anélises in silico resultaram
em patogenicidade.

A andlise in silico da delecdo do codon ATT no paciente 6 foi realizada pelo
algoritmo Mutation Taster e a alteracao foi considerada patogénica.

Para as alteragdes intrOnicas encontradas nos pacientes 2 e 22, também foi
realizada a andlise in silico. Esses algoritmos mostraram que, para as duas alteracoes,
ocorre a abolicio do sitio doador de splice, portanto, tornando tais alteracOes

obrigatoriamente patogénicas.
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As colagenopatias do tipo II formam um grupo heterogéneo de displasias
esqueléticas causadas por mutagdes, na maioria das vezes “privadas”, no gene que codifica o
coldgeno do tipo II, o COL2AI. A correlacdo gendtipo-fenétipo nas colagenopatias do tipo 1I €
prejudicada pela grande variacao fenotipica e pelas transi¢des fenotipicas idade-dependente (53).

No presente trabalho, foram investigados 33 pacientes com quadro clinico-
radioldgico tipico ou suspeito de colagenopatias do tipo II.

Se fosse realizado o sequenciamento completo do gene COL2AI para os 33
pacientes, no total seriam sequenciados 1782 éxons. Utilizando a estratégia de estudo proposta
(sequenciamento das regides relacionadas a cada fendtipo) foi realizado o sequenciamento de
1151 (64,59%) éxons. Retirando aqueles pacientes com diagnostico duvidoso de colagenopatia
do tipo II (pacientes 19, 24, 25 e 26) em que o sequenciamento do gene COL2A] foi realizado
principalmente para a exclusdo de mutacdo nesse gene, pdde-se obter um valor mais real em
relacdo a essa estratégia: se fosse realizado o sequenciamento completo dos 29 pacientes com
diagndstico tipico seriam sequenciados 1566 éxons e com a estratégia utilizada foram
sequenciados 935 (59, 70) éxons. Assim, a estratégia de estudo utilizada mostrou-se eficaz para o
sequenciamento de um gene grande como o COL2A 1, facilitando o estudo deste.

A troca do aminodcido glicina do dominio tripla hélice da proteina € a troca mais
frequente e vdérios estudos demonstraram que essa troca tem importantes consequéncias
funcionais, no entanto tem sido dificil estabelecer uma relacio entre a mutacdo e a gravidade do
fenétipo (32,33). Dos 23 pacientes com mutagdo no gene COL2AI, foram encontradas 20
diferentes mutacdes. Destas mutacdes, 12 (60%) levam a troca do aminodcido glicina. Uma das
trocas do aminodcido glicina que se destacou foi a Gly—=> Asp por ter aparecido com uma maior
frequéncia e em fendtipos diferentes. Na nossa casuistica, essa troca foi encontrada em pacientes
com ACGII (éxon 21), HPCG (éxon 27) e em dois pacientes com SEDC (éxons 23 e 26). No
Quadro 8 estdo todas as muta¢des que levam a troca Gly—>Asp descritas na literatura até o
momento incluindo as mutagdes encontradas no presente estudo. Nota-se que esse tipo de troca
aparece em 9 diferentes fenétipos com gravidade diferente sendo, portanto, dificil uma

correlacdo gendtipo/fendtipo.
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Quadro 8: Relagdo das mutagdes que levam a troca do aminodcido glicina pelo o dcido aspartico com seus

respectivos fenétipos e referéncia.

Mutaciio | Exon Dominio Fenétipo Autor
G267D 12 Tripla hélice Sindrome de Stickler Korkko et al., 1993 (14)
G303D 14 Tripla hélice Displasia de Kniest Wilkin et al., 1994 (81)
G327D 16 Tripla hélice Displasia de Kniest Weis et al., 1998 (82)
G405D 19 Tripla hélice Displasia espondiloepifisaria Meredith et al,.2007 (53)
G453D 21 Tripla hélice ACGII Korkko et al., 2000 (28)
G459D 22 Tripla hélice HPCG Nishimura et al., 2005 (19)
G462D 22 Tripla hélice Strudwick Tysoe et al., 2003 (52)
G498D 23 Tripla hélice SEDC Presente estudo
G510D 24 Tripla hélice ACGII Bonaventure et al., 1995 (29)
G516D 24 Tripla hélice ACGII Faivre et al., 2004 (22)
G570D 26 Tripla hélice SEDC-G Presente estudo
G609D 27 Tripla hélice HPCG Presente estudo
G624D 28 Tripla hélice Displasia espondiloepifisdria Nishimura et al., 2005 (19)
G753D 34 Tripla hélice Diespondiloencondromatose Nakane et al., 2011 (51)
G759D 34 Tripla hélice Displasia espondiloepifisdria Meredith et al,.2007 (53)
G768D 35 Tripla hélice ACGII Comstock et al., 2010 (31)
G771D 35 Tripla hélice ACGII Korkko et al., 2000 (28)
G936D 42 Tripla hélice HPCG Nishimura et al., 2005 (19)
G948D 42 Tripla hélice ACGII Korkko et al., 2000 (28)
G1152D 49 Tripla hélice SEDC Zhang et al., 2011 (83)
G1188D 50 Tripla hélice HPCG Nishimura et al., 2005 (19)
G1305D | 52 | C-propeptideo V“re(’f;elg;lgggljp‘;g;‘;r‘?:plaS‘a Richards ef al, 2002 (84)

5.1 As mutacgoes e os varios fenodtipos

5.1.1 Acondrogénese do tipo II

levam a troca da glicina por um aminodcido mais volumoso e 5 delas sdo a substitui¢do por um
acido aspartico (20,22,28-33). Essas mutacOes se encontram no dominio tripla hélice em um dos
tripletos Gly-X-Y. Na presente casuistica foi encontrada a mutagdo do tipo missense c.1358G>A
(p.G453D) na paciente 1. Essa mutacdo encontra-se no éxon 21 no dominio tripla hélice do
coldgeno do tipo II e foi descrita pela primeira vez por Korkko e colaboradores em 2000 (28) em
um paciente com mesmo diagndstico. Na paciente 2 foi encontrada uma alteracdo inédita — a
troca de G>A, em heterozigose, em sitio doador de splice (primeira base apds o término do éxon
36 - ¢.2409+1G>A), portanto uma alteragdo obrigatoriamente patogénica. De acordo com a

andlise in silico, essa troca abole o sitio doador de splice responsavel pela retirada do intron 36.
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Nao ocorrendo a retirada do intron 36, espera-se que o intron 36 passe a compor 0 RNAm, sendo
traduzido 83 aminoacidos que ndo pertencem a proteina normal até encontrar um stop codon
TAA. Assim, essa proteina formada nao terd a funcdo esperada sendo, provavelmente, degradada
ou produzindo o decaimento de RNAm. Essa mutacdo ndo foi encontrada em 86 cromossomos
controles e em nenhum dos bancos de dados utilizados para andlise.

A auséncia dessa mutagao em controles bem como em bancos dados disponiveis e no
pai, corrobora para a patogenicidade da alteracdo. Entretanto, a ideia de paternidade ilegitima
nao pode ser descartada.

Mutagdes em heterozigose em sitio de splice representam aproximadamente 16% das

mutagdes no gene COL2A1 e, normalmente, estdo relacionadas com fendtipos mais leves.

5.1.2 Displasia platispondiliaca do tipo Torrance

O dominio C-propetideo € essencial para a associagdo e subsequente formacdo da
tripla hélice (85). O sequenciamento do dominio C-propeptideo dos pacientes 5 e 6, com
diagnostico de PLSD-T, apresentaram as seguintes alteracdes: p. C1315G e p.lle1463del.

Dos 18 pacientes com PLSD-T descritos na literatura até o momento, 16 apresentam
mutacdes em heterozigose no dominio C-propeptideo nos éxons 51, 53 e 54 e somente dois
(irmaos) apresentaram muta¢do no éxon 50, localizado no final do dominio tripla hélice (13,34—
37,86). Mutacdes no dominio C-propeptideo rompem a tripla hélice em uma fase inicial da
formacdo desta, e tendem a produzir fendtipos mais graves (52). Até o momento, nenhuma
mutagdo foi descrita no éxon 52 em pacientes com PLSD-T, como a mutacdo encontrada no

paciente 5.

5.1.3 Hipocondrogénese

O paciente 3 apresentou a troca de uma glicina para o 4cido aspartico no cé6don 609
(p.G609D/c. 1826G>A). Essa mutacdo € inédita e ndo foi encontrada no sequenciamento de 100
cromossomos controles e nos bancos de dados. Até o momento, foram descritas 20 mutacoes
relacionadas a HPCG e todas representam a troca da glicina e 3 delas resultam no aminoacido
aspartato.

O estudo do paciente 4 foi inconclusivo devido ao material biolégico insuficiente.
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5.1.4 Displasia espondiloepifisaria congénita

A SEDC € o fenétipo mais comum entre as colagenopatias do tipo II (87). Dos 15
pacientes da casuistica com diagndstico de SEDC, foram encontradas mutacdes em 13 deles. A
maioria das mutacdes encontradas nesses pacientes se localizaram no centro do dominio tripla-
hélice, entre os éxons 23 e 27. No entanto, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo entre a
posicdo e a gravidade do fendtipo para as mutagdes nesse local. De acordo com o banco de dados
HGMD, sao conhecidas 19 mutagdes localizadas entre esses éxons que estdo relacionadas com
diferentes fendtipos (sindrome de Stickler, ACGII, SEMD-Strudwick, SEDC e HPCG) e o
fendtipo de SEDC representa 36,85% deles.

Dentre as 13 mutacdes encontradas, 8 mutagdes sdo inéditas (p.G516S, p.G528A, p.
G570D, p.G708R, p.G498D, p.G687R, p.G1080V e p.G1149R) e resultam na troca do
aminoécido glicina por um aminodcido mais volumoso no dominio tripla hélice. Essas alteragcoes
foram consideradas patogénicas por todos os algoritmos utilizados e ndo foram encontradas nos
controles estudados. Até o momento, foram descritas 30 mutacdes do tipo missense relacionadas
com SEDC e 23 (76,67%) delas representam substitui¢cdes da glicina em tripla hélice. A troca do
aminodcido glicina pelo aminodcido arginina apareceu com uma maior frequéncia nos pacientes
com o fenétipo de SEDC (30%) mas ndo apresentou nenhuma relagdo com a gravidade.

Houve a recorréncia de duas mutacdes em pacientes com o fenétipo de SEDC. Nos
pacientes 10 e 11 foi encontrada a mutacdo p.G594E. Esses pacientes apresentaram um quadro
mais grave de SEDC, e morreram aos 3 meses de vida. A mutagcdo p.G594E foi descrita pela
primeira vez por Meredith e colaboradores (2007) (53) em 3 pacientes que também
apresentavam o fenétipo de SEDC . Entretanto, as idades dos pacientes descritos foram de 1, 3 e
30 anos de idade. Como o artigo possuia um foco oftalmolégico, pouco foi relatado sobre
fendtipo. Até o momento, ndo foi descrita outra recorréncia dessa mutagdo. De todo modo, vista
a distribuicdo das idades do pacientes descritos e a letalidade nos primeiros meses de vida dos
casos dessa casuistica, pode-se talvez atribuir a letalidade desses pacientes a anatomia
desfavordvel que os pacientes aqui estudados apresentavam na regido toracica.

A paciente 28, foi encaminhada por um dos grupos colaboradores com fenétipo de
colagenopatia do tipo II e, apds reavaliacdo clinico-radioldgica, foi classificada com um fenétipo

leve de SEDC. O sequenciamento do DNA da paciente apresentou a mutagdo inédita p.G1080V.
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Essa alteragdo ndo foi encontrada em nenhum dos bancos de dados nem em 96 cromossomos
controles.

Até o momento foram descritas 12 mutacdes (codons 144, 222, 453, 468, 477, 492,
522, 546, 717, 1017, 1065 e 1128) que levam a troca da glicina para a valina, relacionadas com
diferentes fenotipos como ACGII, HPCG, displasia de Kniest, Sindrome de Stickler e SEMD-
Strudwick.

A troca do aminodcido glicina € a troca mais frequentemente encontrada no gene
COL2A1 seguida pela troca do aminoécido arginina. Em trés pacientes (pacientes 7, 8 € 9) que
apresentaram uma forma mais grave de SEDC com coxa vara, houve a recorréncia da mutacio
p-R989C (c.2965C>T). A discussdo sobre essa mutacdo se encontra no topico 5.1.4.1 Artigo
produzido com base na dissertacdo em que os pacientes estdo identificados por: paciente 7 =

patient 1; paciente 8 = patient 2; paciente 9 = patient 3.

5.1.4.1 Manuscrito submetido a revista American Journal of Medical Genetics: Part A

produzido com base na dissertagcdo

The SEDC Spectrum and the Progression of the Radiological Findings in Patients with the
Recurrent p.R989C Mutation in the COL2A1 gene

Karina C Silveiral, Luciana C Bonadia',Andrea Superti-Furga?, Débora R Bertola3, Alexander A
LJ 0rge4, Denise P Cavalcanti!

' Skeletal Dysplasia Group, Department of Medical Genetic, University of Campinas
(UNICAMP), Campinas, SP — Brazil

2 Department of Pediatrics, Centre Hospitalier Universitaire Vaudois, University of Lausanne
(CHUYV), Lausanne, Switzerland

3 Genetics Unit, Children's Institute, Clinical Hospital, University of Sao Paulo (USP), Sao
Paulo, SP - Brazil

“ Department of Endocrinology, University of Sdo Paulo (USP), Sdo Paulo, SP - Brazil

Key words: SEDC, R989C mutation, COL2A1, type 2 collagenopathie, coxa vara.
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Spondyloepiphyseal dysplasia congenita (SEDC — OMIM 183900) was first described by
Spranger and Wiedemann in 1966 and it was named so because the most striking changes are
observed in the spine and proximal epiphyses [Spranger and Langer, 1970]. Clinically, it is
characterized by disproportionate short stature with short trunk and normal hands and feet. The
causal association with type II collagen was initially observed due to abnormal mobility of this
collagen in cases of SEDC [Murray and Rimoin, 1985]. Then it was mapped on the 12q
chromosome [Goldberg et al, 1989; Anderson et al, 1990] and finally heterozygous mutations in
COL2A1 were associated with patients with SEDC phenotype [Lumadue et al, 1988; Lee et al.,
1989].

All the skeletal disorders associated with heterozygous mutations of COL2AI are
collectively named type 2 collagenopathies, and among them the classical SEDC spectrum
includes achondrogenesis type II, hypochondrogenesis and the dysplasia spondyloepiphyseal
congenita (SEDC). Because of the clinical heterogeneity, two variants of the SEDC were
proposed by Wynne-Davies and Hall (1982) — one milder, and the other more severe and
including very short stature and severe hips changes. Lately, Nishimura et al. (2005) rescued this
subdivision of the SEDC and named SEDC with severe coxa vara (SEDC-S) and SEDC with
mild coxa vara (SEDC-M).

The COL2A1 gene is responsible for encoding the type II collagen, a fibrillar protein
initially synthesized as type II procollagen in the chondrocytes. The procollagen is composed by
an extended triple helical domain, and also by two other domains - the N-terminal and C-
terminal propeptides. The type II collagen is a homotrimer composed by three a-1 (II) chains
containing characteristic Gly-X-Y repeat sequence that forms a triple-helical structure [Prockop
and Kivirikko, 1995]. Usually, the X position is occupied by a proline residue and the Y position
by a hydroxyproline one [Prockop and Kivirikko, 1995]. The most common types of mutations
are missense changes with substitution of a glycine in the triple-helical residue of the alphal (II)
chain. Usually the glycine is replaced by a bulkier amino acid [Rimoin, 1996; Zhang et al.,
2011]. So far, approximately 350 mutations have been described in the COL2A1 gene [The

Human Gene Mutation Data Base, http://www.hgmd.org/], the majority of them being Gly-X

change and private mutations. Some other few mutations are recurrent [Tysoe et al., 2003].
Interestingly, these recurrent changes are usually non-glycine missense mutations and the

majority is arginine-to-cysteine substitution [Bleasel et al., 1996b]. Five recurrent Arg-Cys
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mutations have been described - p.R275C , p.R565C, R904C, p.R719C, p.R989C, and they are
respectively associated with the following phenotypes: Czech dysplasia, Stickler syndrome,
Osteoarthritis, Stickler syndrome again and SEDC [Ala-Kokko et al.,1990; Williams et al., 1993;
Chan et al., 1993; Ballo et al., 1998; Richards et al., 2000]. More recently another Arg-Cys
substitution was described - p. R1276C, but no recurrence was yet reported [Hoornaert et al.,
2006]. Seven patients, all presenting the severe form of the SEDC, have been reported with the
p-R989C mutation [Chan et al., 1993; Chan et al., 1995; Nishimura et al., 2005; Hoornaert et al.,
2006; Zhang et al., 2011]. We report here 6 new patients with SEDC due to recurrent p.R989C
mutation in COL2A1 showing the follow-up from birth to adulthood and emphasizing the
progression of the radiological findings. The clinical data of the patients are shown in table I.
Because of the history of short long bones in prenatal ultrasound examinations, the investigation
of the short stature begun from birth in patient 1, and from 3 months in patient 2. Unfortunately,
patient 1 lost the follow-up at age of 3 months and just came back at age of 5 years. The other
four patients begun the short stature investigation during early childhood. Clinically, all patients
showed disproportionate short stature with short trunk with increasing of the lumbar lordosis
(around the age of three years) and progressively waddling gait and scoliosis (around 3-5 years
old). All of them have normal hands and feet as well as normal neuromotor development. At
birth lenght ranged from 0.2 to -3.2 SD, and the short stature ranged from -3.8 to -6.7 SD at
childhood. The only adult patient in this cohort has -8.6 SD (table I). Cleft palate, hearing loss
were not observed in any of these six patients. Visual impairment (myopia) was detected in
patient 3 at age of 8.6 years. Radiologically it was possible to observe ovoid shape of the
vertebral bodies, retarded epiphyseal ossification, especially in the knees, proximal femur and
wrists, and absence of ossification of the pubis from the first months of life (Figure 1). Later the
following radiological changes begun to appear: some platyspondyly; progressive scoliosis; short
long bones with retarded ossification of the epiphyses and some involvement of the metaphysis,
especially those of knees; short iliac; very late ossification of femur heads, and progressive and
severe coxa vara. In addition in the patient 2 we have also observed corner fractures from 24
months, and hypoplasia of the distal phalanges of the feet, especially those of the first toes that
seem a bipartite phalange. Patient 6 presented a very severe coxa vara and also some bone
fragments in the growth plates of the proximal femur. Progressive changes in the hips, spine and

knees can be seen in the figures 2, 3 and 4. In all patients the direct sequencing by the Sanger

95



method revealed a heterozygous C-to-T transition mutation at codon 2965 (c.2965 C>T —
p.R989C) in the exon 43 of the COL2AI gene.

Among the reported patients with the p.R989C mutation, little has been described about
the follow-up and the radiological features are briefly resumed as characteristic of SEDC
[Hoornaert et al., 2006; Zhang et al., 2011]. As previously reported by others all the patients
presented here share a phenotype of severe short stature with short trunk and hands and feet
normal. The severity of the disproportionate short stature of the present patients fit with the
progressive short long bones associated with the progressive kyphoscoliosis plus lumbar
hyperlordosis rather than platyspondyly that seems slight. In addition, the severe coxa vara,
although not exclusively associated with the mutation p.R989C, seems to be a constant feature of
the phenotype SEDC due p.R989C mutation.

Corner fractures have been especially described in spondylometaphyseal dysplasia corner
fracture type, also named Sutcliffe type (OMIM 184255). However, these metaphyseal bone
fragments also have been recognized in some cases of SEDC, metaphyseal dysplasia Jansen type
and even as radiological finding of child abuse [Spranger et al., 2012]. Although named corner
fractures, these bone fragments rather than real fractures are considered as extra ossification
centers [Spranger et al., 2012]. The progression of the corner fractures seen in patient 2 between
the ages of 21 months and 3 years (Figure 4) corroborate with the idea of extra ossification
centers. We believe also that the bipartite distal phalanges of the first toes in this same patient
(Figure 1 — patient 2) could be considered as extra ossification centers.

Because the recurrence of mutations in the Arg codons, these positions may represent
mutational hot spots in COL2A [ [Ala-Kokko et al.,1990; Chan et al., 1993; Williams et al., 1993;
Bleasel et al., 1996b; Ballo et al., 1998; Richards et al., 2000; Hoornaert et al., 2006]. It is of
diagnostic relevance that some of these mutations seem to cause unusual phenotypes within the
spectrum of type II collagenopathies [Hoornaert et al., 2006]. Arginine to cysteine recurrent
mutations cause a spectrum of phenotypes, including classic SEDC and Stickler dysplasia, but
also different unusual phenotypes, the phenotypic spectrum of SEDC is also very wide [Zhang et
al., 2011].

So far, 41 missense mutations associated with SEDC have been described. Thirty-four are
represented by a glycine substitution in the triple helical domain. The other missense mutations

described in the triple helical domain are p.P786L, and two arginine substitution — p.R989C and
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p.R992G [Zhang et al., 2011]. The four remaining missense mutations are located in C-
propeptide domain, and none is a glycine substitution — p.Y1298N. p.T1370M, p.T1439M, and
p. [1450T [Unger et al., 2001; Nishimura et al., 2005; Zhang et al., 2011].

The effects of these Arg-Cys mutations on in vitro fibril formation using recombinant
type II collagen have been described in several studies [Fertala et al., 1996; Fertala, et al.; 1997;
Steplewski et al., 2004; Hoornaert et al., 2006]. Collagen molecules with the p.R275C
substitution have a normal structure, which are able to form normal fibrils. Collagen
homotrimers with the p.R719C mutation also have a normal structure but when mixed with the
wild type collagen they develop abnormal fibrils. Unlike the other two mutations, the p.R989C
collagen homotrimers are characterized by an abnormal structure with a kink at the site of the
mutation [Steplewski et al., 2004; Hoornaert et al., 2006]. In addition, the p.R989C mutation
seems to change the thermostability of the collagen triple helix [Hoornaert et al., 2006]. These
observations might explain the more severe phenotype associated with the p.R989C mutation in
comparison to the other changes located at the amino-terminal region [Hoornaert et al., 2006].

In summary, we report six new patients with the SEDC severe phenotype, all associated
with the p.R989C mutation in COL2A1 gene. For the first time the follow-up of the radiological
findings from birth to adulthood related to this mutation are reported, including corner fracture
and a few usual features associated with SEDC. The most important radiological findings that
seem to be characteristic of this mutation are severe coxa vara plus progressive kyphoscoliosis.

References
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Table I: Clinical data of the patients with p.R989C.

Last revision

Birth — Birth — Birth  Birth . 4pc Age  Height Height OFC Physical

Delivery Weight Weight Length Length NMFI ..
(@ SDS (cm) SDS (cm) SDS (years) (cm) SDS (cm) examination

PN-  GA

Sex PA US  (wks)

> =

Short neck and
trunk, lumbar
hyperlordosis,
waddling gait
Short trunk,
lumbar
F 36 28 b 41 Forceps 3 865 0.6 48 -1.9 37 1.8 Normal 3 79.5 -3.8 51 hyperlordosis,
varism of lower
limbs
Short trunk,
lumbar
hyperlordosis, left
knee valgus
Short neck and
M NE NE NE NE NE 3700 1.4 51 0.7 38 3.2 NE 8.3 101 -5.2 54.8 trunk, lumbar
hyperlordosis
Short neck and
M NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE trunk, lumbar
hyperlordosis
Short neck and
M 29 30 NE term Cesarean 3 200 0.2 44 -3.2 NE NE Normal 21 113.2 -8.6 56 trunk, lumbar
hyperlordosis

M 25 33 a 37 Cesarean 3 325 1.2 45 2.0 36 1.8 Normal 6.4 89 -5.6 52

F 31 20 ¢ 39 Forceps 1990 -3.2 41 -5.1 32 -2.5 Normal 8.6 95.8 -6.7 54.5

a = short long bones and polyhydramnios. b = short long bones. ¢ = no reference to short long bone in four examinations. PA = paternal age; MA = maternal age.
NMFI = neuromotor function in infancy/childhood. NE: not specified. F: female. M: male.
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Figure 1 — Patient 1 (newborn) — short long bones, hypoplasia of pubis and ovoid vertebral bodies. Patient 2
{2 months) — ovoid vertebral bodies, hypoplasia of pubis, short long bones, small epiphysis on the knees
and metaphyseal. Patient 4 {5 months) - shallow acetabula, absence of the proximal femoral epiphysis,

retard of the carpal ossification and ovoid vertebral bodies. Patients 2 and 5 (2 months / Syl1imo) — short

long bones in the upper limbs, especially the humerus, which show wide distal metaphysis. Patient 2 (3 / 9/

21 months and 3 years old) — hypoplasia of the distal phalanges with, especially those from the big toes that

show bipartite distal phalange.
254x190mm (300 x 300 DPI)
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Figura 2 — Imaqges of the hips at different ages in the several patients. The main features of the hip in SEDC
are ilia short, shallow acetabula, and, pubis and ischio-pubic rami poorly ossified. In these patients, the
follow-up have showed femoral head under ossified and severe coxa vara. Note also some bone fragments
in the proximal femoral metaphysis in patient 6 at both ages — 4y1lmo and 15 years.
254x190mm {300 x 300 DPI)
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Figure 3 - Vertebral column of the six patients showing: some degree of flatness of the vertebral bodies and
prograssive scoliosis.
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Figure 4 — Images of the knees at different ages. MNote wide distal metaphysis of the femurs. The epiphyseal
invelvement is marked and especially in patient 6 at both ages 4.4 and 6.4 years. Note in patient 2 the
presence of corner fractures that appear on distal femoral epiphysis and proximal tibial metaphysis and tend
to disappear with age.
254%190mm (300 x 300 DPI)
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5.1.5 Displasia espondilometaepifisaria do tipo Strudwick

A paciente 18, inicialmente diagnosticada com o fenétipo de SEDC, foi
reavaliada com idade mais avancada as caracteristicas radioldgicas apresentaram um
acometimento de metéfises grave que sugeria o diagndstico de SEDC com envolvimento
metafisdrio, fen6tipo também referido na literatura como SEMD do tipo Strudwick (88). No
sequenciamento dessa paciente foi encontrada a troca de uma glicina para uma arginina no
éxon 48 (p.G1122R/c.3364G>A). Essa alteracdo foi descrita por Walter e colaboradores em
2007(79) em um paciente com 6 anos de idade que também apresentava um importante
envolvimento metafisdrio. No mesmo artigo, Walter ef al. sugerem que a troca da glicina
pelo aminodcido arginina normalmente resulta em fendtipos com envolvimento metafisério.
No entanto, de acordo com o banco de dados HGMD, sdo conhecidas 17 mutagdes que
levam a troca Gly—>Arg e que foram descritas em diversos fendtipos como ACGII, HPCG,
SEDC e sindrome de Stickler.

Apenas oito mutagdes do tipo missense (p.354R, p.G462D, p.G492V, p.G753D,
p-G891R, p.G909C, p.G1041S, p.G1122A) no gene COL2AI tém sido relacionadas com o
fenotipo de Strudwick (49-53). Todas resultam na troca do aminoacido glicina para um
aminodcido mais volumoso e estdo no dominio tripla hélice.

O fenétipo clinico-radiolégico da SEMD ou displasia de Strudwick s6 é
possivel com uma idade mais avangada, pois nos primeiros meses de vida até 1 ano de

idade o padrao radioldgico € indistinguivel com uma SEDC tipica.

5.1.6 Displasia de Kniest

No sequenciamento do paciente 20, foi encontrada a delecdo de 28 pares de
base na jun¢do éxon 14-intron 14, deletando o sitio doador de splice. Essa alteracdo foi
descrita pela primeira vez por Winterpacht et al. em 1993 (21) em um paciente com o
fenétipo da displasia de Kniest e também em sua mae, cujo diagndstico descrito como
sindrome de Stickler. No entanto, nessa paciente a mutacao foi observada em mosaicismo
somatico. Essa delecao também foi encontrada em outro paciente com displasia de Kniest

descrito por Wilkin e colaboradores em 1996(81). De acordo com Winterpacht et al.
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(1993)(21), essa mutagdo € a primeira mutacdo no gene COL2A] relacionada a displasia de
Kniest e esse foi o primeiro caso descrito de mosaicismo somdtico no COL2A1.

No paciente 31, foi encontrada outra alteracao(p.A905V) ja descrita na
literatura. Bogaert e colaboradores (1994) (80), descreveram essa alteracdo em um paciente
com fendtipo de displasia de Kniest. Apesar da alteracdo encontrada ser uma mutacdo do
tipo missense, ela cria um sitio de splice dentro do éxon 14, fazendo com que parte desse
éxon seja retirado, juntamente com o intron 14, no processo de splicing.

A maioria das mutag¢des relacionadas a displasia de Kniest, sdo tipo delecdes ou
alteracdes em sitio de splice que resultam em delecdes de éxons. De acordo com o banco de
dados HGMD, até o momento, foram descritas 18 mutacdes relacionadas a esse fendtipo
sendo a maioria delas encontradas nos éxons 14 e 46.

O sequenciamento completo do gene COL2A1 da paciente 19, ndo apresentou
nenhuma altera¢do patogénica. A reavaliagdo do quadro clinico-radiolégica e os dados do
periodo neonatal, levantou a suspeita de displasia de Desbuquois, condi¢do de heranca
autossOmica recessiva caracterizada por grave retardo de crescimento pré e pds-natal,
encurtamento rizomélico de membros, hipoplasia tordcica, anormalidades vertebrais e
metafisdrias e luxacgdes articulares. Essa displasia estd associada a mutagdes no gene
CANT1 (Calcium-Activated Nucleotidase 1) (89) que possui 4 éxons do quais somente 3
sdo codificantes. Foi realizado o sequenciamento desse gene, porém nenhuma mutacdo foi
encontrada. Como essa paciente s6 havia sido avaliada no periodo neonatal, a reavaliacao
clinico radioldgica feita recentemente (paciente com 14 anos de idade) sugeriu que o seu

fendtipo, possivelmente, esteja associado com mutagdes no coldgeno do tipo 11.

5.1.7 Osteoartrite familial

Para a paciente 30, o sequenciamento do gene COL2AI ndo apresentou
nenhuma mutacdo. Quadros de osteoartrite quandro presente em outros membros da familia
tém sido associados com mutagdes no gene COL2A] e ja foram descritas duas mutagdes do

tipo missense, p. R719C e p.G1176S, de acordo com o banco de dados HGMD (43,90).
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5.1.8 Sindrome de Stickler

De 5 pacientes com fendtipo sugestivo de sindrome de Stickler, foram
encontradas alteragdes patogénicas em apenas um deles.

O paciente 22 apresentou a troca em heterozigose de uma guanina por uma
adenina no primeiro nucleotideo apds o éxon 31 (c.2049+1G>A). Essa troca é uma mutagao
inédita e sua patogenicidade provavelmente esta relacionada ao fato de a mesma ocorrer em
sitio de splice obrigatério. Além disso, o paciente teve todo o gene sequenciado e ndo foi
encontrada outra alteragdo com potencial patogénico. Até o momento, foram descritas mais
de 180 mutagdes no gene COLZ2AI relacionadas com a sindrome de Stickler onde as
mutacdes em sitio de splice e as pequenas dele¢des t€m sido frequentemente encontradas
nesses pacientes. Ao todo sdo 40 mutacOes descritas associadas com essa sindrome que

também se localizam em sitio de splice obrigatério (1,19,91-94).

5.1.9 COL2A1

A paciente 13 foi encaminhada por um dos grupos colaboradores com o
diagnéstico inicial de SEDC. Apds, reavaliacdo clinico-radioldgica, suspeitou-se de um
fenétipo mais leve. O sequenciamento do gene COL2AI mostrou a alteracdo inédita
p-C55Y no DNA da paciente e no do pai. A alteracdo foi considerada como a responsavel
pelo fendtipo, entretanto, a avaliacdo clinico-radioldgica dos pais se faz necessdria. De
acordo com o banco de dados HGMD, existem 11 mutacdes do tipo missense no dominio
N-propetideo e todas foram descritas em pacientes com a sindrome de Stickler (5,91,93—
97), que também € um fendtipo de manifestacdo mais leve.

Em relagcdo a paciente 27, a auséncia de trocas de bases ndo patogénicas tdo
comuns no gene COL2A1, levantou a suspeita de uma possivel delecao envolvendo o gene.
Van Der Hout e colaboradores (2002), relataram um paciente com Stickler que apresentava
uma grande delecdo envolvendo o gene COL2A1(98).Como o método de Sanger ndo € uma
técnica indicada para confirmar grandes delecdes, foi realizado uma PCR pelo método de
QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments). Os resultados
obtidos nao foram conclusivos para a suspeita de delecdo. Devido a algumas caracteristicas

radioldgicas da paciente 27, outra possibilidade diagndstica foi o fenétipo de displasia
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Campomélica. A displasia campomélica é causada por mutacdes em heterozigose no gene
SOX9 localizado no cromossomo 17 (17q24). Portanto, a andlise do gene SOX9 ¢é
necessdria para a confirmacdo dessa possibilidade diagndstica e serd realizada pela grupo
pelo sequenciamento de Sanger e por MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification).

5.1.10 Consideracoes finais

Como neste trabalho foram analisados apenas éxons e as junc¢des intron-éxon
do gene COL2AI, ndo se pode descartar a possibilidade de que mutagdes em regides
promotoras, reguladoras e mutagdes intronicas distantes estejam implicadas na patogenia
dos fenotipos dos pacientes 4, 14, 19, 23, 24, 25, 26, 30 e 32.

De todo modo, esses pacientes devem ser reanalisados pelo sequenciamento de
ultima geracdo (NGS - Next-Generation Sequencing) por um painel com genes

relacionados as displasias esqueléticas, através de projeto futuro do grupo.
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6 - CONCLUSOES
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A andlise dos resultados do presente trabalho permitiu concluir:
A estratégia utilizada para o estudo molecular possibilitou a identificacdo de 20

mutacdes diferentes em 23 dos 33 pacientes da casuistica.
14 mutacdes inéditas foram encontradas, adicionando dados a literatura especializada.

Corroborando com a literatura, a maioria das mutacdes no gene COL2A1 sdo privadas e

ndo favorecem uma correlagdo gendtipo-fenétipo, exceto:

o A andlise dos 3 pacientes com a mutacdo p.R989C, sugere uma possivel
correlacdo  gendtipo-fendtipo no qual o quadro clinico-radiolégico ¢é

representado pela forma grave de SEDC com coxa vara.

o A identificacdo de mais dois pacientes com a mutagdo p.G594E, sugere que esse
pode ser outro hot spot no gene COL2A 1. No entanto, a letalidade nos pacientes
do presente trabalho ndo é concordante com os pacientes ja descritos na

literatura.
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ANEXO 1: Parecer do Comité de Etica

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/fem/pesguisa

CEP, 20/12/11.
(PARECER CEP: N° 992/2007)

PARECER

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO CLINICO-EPIDEMIOLOGICC DAS DISPLASIAS
ESQUELETICAS NO BRASIL - CRIACAO DE UMA REDE NACIONAL PARA
AVALIACAO CLINICO-RADIOLOGICA, ORIENTACAO E ESTUDO DAS
DISPLASIAS ESQUELETICAS”,

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Cecilia Oliveira Barbosa Buck

II - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou a adendo que inclui o projeto “ESTUDO DAS MUTACOES DO
COL241 EM UMA COORTE DE PACIENTES COM DISPLASIAS DO GRUPO
COLAGENOPATIA TIPO 2 SEGUNDO CRITERIOS  CLINICOS-
RADIOLOGICOS”, com a finalidade de mestrado da aluna Karina da Costa Silveira,
referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O contelido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

ITI - DATA DA REUNIAO.

Homologado na XII Reunifio Ordinaria do CEP/FCM, em 20 de dezembro de 2011.

<

Prof. Dr. Carl’bg, Edua}rdo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessélia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
Pagina 1 de 1
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ANEXO 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
N

- Faculdade de Ciéncias Médicas — Departamento de Genética Médica

UNICAMP

Folha de Informacio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

‘ Projeto de investigacdo clinico-molecular sobre as displasias esqueléticas

Pesquisador principal:
Denise P Cavalcanti

Departamento de Genética Médica Tel/Fax: (19) 3521-0385
FCM - UNICAMP E-mail: denisepc @unicamp.br / denisepcavalcanti @ gmail.com

INTRODUCAO / OBJETIVO DA PESQUISA:

A pesquisa médica, em geral, ajuda no entendimento sobre as causas das doengas bem como na tentativa de encontrar terapias para melhorar a vida das pessoas
afetadas. Nos estamos lhe convidando para participar desse estudo porque vocé ou algum membro de sua familia tem problemas com seus 0ssos e/ou suas
articulacdes. Acreditamos que a doenca Ossea na sua familia pode ser causada por alteracdo de algum gene (pequeno erro na sua informacdo genética)
relacionado com a formagado/desenvolvimento do esqueleto.

O objetivo desta investigacdo € o de identificar a origem da displasia esquelética em questdo e aprofundar no estudo dos mecanismos envolvidos com a mesma.
As radiografias, fotos e amostras de sangue do paciente, bem como as informacdes médicas a respeito da familia, poderdo ser compartilhadas com outros
pesquisadores que trabalham com displasias esqueléticas.

PROCEDIMENTO:

Concordando em participar deste estudo, os pesquisadores terdo necessidade de obter alguns dados da histéria clinica e familiar do paciente, assim como havera
necessidade de dados do exame clinico, fotos clinicas e radiografias para o estabelecimento ou confirmagio do diagnéstico clinico. O sangue para extracio de
DNA poderd ser coletado em qualquer momento e, normalmente a coleta ¢ feita a partir de pung@o de uma veia periférica. Em vdrias situacdes DNA dos pais, e
eventualmente de outros familiares, também serd necessdrio para conclusdo dos estudos. Normalmente se coleta de 4 a 10 ml de sangue (quantidade equivalente
a uma ou duas colheres de sopa).

RISCOS:

A participagdo na presente pesquisa ndo acarreta riscos adicionais aos que eventualmente um paciente estd exposto quando consulta um médico (ex: ser
submetido a exames de raio X, coleta de sangue para exames de sangue). Com a coleta de sangue o paciente pode sentir um breve desconforto e o procedimento
pode deixar uma pequena marca no local da pungio. Esse procedimento dura uns poucos segundos.

VANTAGENS / RESULTADOS:

Os resultados desta pesquisa devem fornecer um maior conhecimento sobre a doenca em questdo, embora ndo seja esperado nenhum beneficio direto além do
resultado do(s) exame(s) realizado(s). A participacdo nesta pesquisa nio devera acarretar mudangas no atendimento médico nem no aconselhamento genético
imediato. Os resultados da pesquisa serdo fornecidos a vocé e a sua familia pelo seu médico assistente ou pelos pesquisadores responsaveis e estardo também
referidos no prontudrio médico hospitalar.

SIGILO:

Todas as informagdes médicas, assim como os resultados dos exames e dos testes genéticos realizados nessa pesquisa, fardo parte do prontudrio médico e dos
bancos de dados do projeto de displasias esqueléticas e serdo submetidos aos regulamentos do Comité de Etica em Pesquisa da FCM-UNICAMP.

O sigilo serd mantido em todos os estudos colaborativos que possam advir dessa pesquisa por meio da utilizacdo de um nimero de cédigo para a identificagdo
dos individuos participantes. Os resultados ou informagdes fornecidos devem ser utilizados para fins de publicagdo cientifica, no entanto, nenhum nome serd
utilizado. .

FORNECENDO INFORMACAO ADICIONAL:

A qualquer momento € possivel obter informagdes adicionais relativas a presente pesquisa. A Dra. Denise P Cavalcanti ou os seus colaboradores estardo
disponiveis para responder as suas questdes e/ou preocupacdes (Tel.: 019 3521-8908). Em caso de recurso, divida ou reclamagdes relacionadas aos aspectos
éticos da pesquisa vocé podera contactar a secretaria do Comité de Etica da FCM-UNICAMP (Tel.: 019 3521-7232).

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

A sua participacdo, bem como dos seus familiares, na presente pesquisa € voluntdria. Sendo assim, a qualquer momento vocé e/ou os seus familiares poderd(ao)
se recusar a participar ou retirar o consentimento e interromper a participacdo na presente pesquisa sem comprometimento dos cuidados médicos que recebe(m)
atualmente ou receberera(dao) no futuro.

De forma semelhante, os pesquisadores responsaveis podem interromper a participagio de qualquer individuo da familia nessa pesquisa a qualquer momento em
que julgarem apropriado. 3

COLETA, FUTURAS PESQUISAS E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL GENETICO:

O DNA, material genético obtido a partir de uma amostra de sangue [seu e/ou de outro(s) membro(s) de sua familia] serd(ao) usado(s) para esse estudo, se vocé
concordar. Nenhum outro teste ou estudo poderd ser feito com as amostras de DNA, a menos que vocé concorde com isso. Vocé pode concordar com o uso da
sua amostra de sangue apenas para esse estudo (op¢do 1 do termo de consentimento), ou também para outros estudos (opcdo 2 e 3). Vocé pode escolher ser
consultado no futuro sobre sua permissdo para uso de sua amostra em um outro estudo (op¢do 2) ou vocé pode dar sua permissdo agora, sem ter que ser
solicitado novamente (op¢do 3). Em qualquer caso, seu nome serd conhecido apenas pelo investigador do estudo e ninguém mais. O que os médicos fazem em
pesquisa médicas deve sempre ser aceito pelo Comité de Etica, um grupo de pessoas (médicos, advogados e outros) que assegurard que o estudo tenha um bom
propdsito e seja realizado para atender o interesse das pessoas doentes.

Vocé tem o direito de se retirar desse estudo a qualquer momento. Se vocé escolher se retirar, nenhum outro estudo serd conduzido com sua amostra.

Se vocé concordar em participar desse estudo, sua amostra serd armazenada no Laboratério de Genética Molecular do Depto. de Genética Médica,
FCM,UNICAMP sob a responsabilidade do investigador principal. Essas amostras serdo usadas exclusivamente para os propdsitos cientificos descritos aqui.
Vocé pode requerer a destrui¢cdo da amostra em qualquer momento.

Uma copia dessa folha de informag@o sera fornecida a vocé.
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UNICAMP

Faculdade de Ciéncias Médicas — Departamento de Genética Médica
Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Projeto de investigagdo clinico-molecular sobre displasias esqueléticas
Pesquisador Principal: Denise P Cavalcanti

A assinatura do(s) item(ns) abaixo indica que vocé foi informado tanto oralmente como pela folha de Informacdo sobre a pesquisa
mencionada acima. Dessa forma, vocé confirma que leu e entendeu o contetido da folha de Informag@o e que voluntariamente concorda
em participar desse estudo. Vocé também entendeu que pode questionar qualquer coisa sobre a pesquisa ao seu médico e/ou ao
pesquisador e que a informagdo que lhe foi fornecida permitiu-lhe tomar uma decisdo livre e completamente informada sobre a sua
participacéo nesse estudo. Vocé tem o direito de sair desse estudo em qualquer momento sem qualquer consequéncia para vocé. Uma
copia desse termo de consentimento sera providenciada para voce.

1. Escolhendo um dos itens abaixo vocé estard concordando, ou ndo, com a utilizagdo do seu DNA e/ou o de seu(ua) filho(a) em
outras pesquisas ou apenas na atual pesquisa. Em quaisquer das opcdes abaixo sua identidade serd mantida confidencial
(ASSINALE APENAS UM DOS ITENS ABAIXO):

1|:| Sua amostra de sangue e/ou de seu(ua) filho(a) pode ser usada apenas nesse projeto de pesquisa. Essas amostras ndo podem ser usadas em
nenhum outro projeto. Vocé ndo quer ser conatctado para outras permissdes no futuro.

2|:| Sua amostra de sangue e/ou de seu(ua) filho(a) pode ser usada apenas nesse projeto, e, para outros projetos com sua permissio. Se essas
amostras puderem ser usadas em um outro projeto, vocé quer ser contactado para que solicitem sua permissdo. Uma nova aprovacdo do Comité
de Etica é necesséria para usar sua amostra em um outro estudo.

3|:| Sua amostra de sangue e/ou de seu(ua) filho(a) pode ser usada para qualquer outro propésito cientifico envolvendo este ou qualquer outro projeto.
Vocé ndo quer ser contactado para permissdo. Uma nova aprovagdo do Comité de Etica é necessaria para que a sua amostra seja utilizada em um
outro estudo.

II. Assinalando os itens abaixo vocé estard concordando. ou ndo, com a utilizagdo de fotos clinicas.

D Utilizagao de fotos clinicas apenas para estudo

D Utilizacdo de fotos clinicas para eventuais apresentagcdes em publicacdes cientificas
Nome:

Data de nascimento: Assinatura:

Se o participante for menor de idade ou um adulto legalmente incapaz:
Assinatura do(s) pai(s) ou responsavel legal:

Relacio com o participante:

Local e data:

Médico que encaminha
A assinatura abaixo indica que o médico que encaminhou forneceu uma explicacdo apropriada sobre a pesquisa, chamou atencdo sobre as limitagdes
assinaladas na folha de informacio e respondeu as questdes dos participantes.

Nome completo: Assinatura:

Local e data: Carimbo médico

Pesquisador principal:

Denise P Cavalcanti Assinatura:
Departamento de Genética Médica

FCM - UNICAMP

R. Tessdlia V. De Camargo, 126 Local e data:
13083-887 Campinas, SP
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Apéndice 1: Glossario de mutacoes

Mutacao ¢ uma alteracdo permanente na sequéncia de nucleotideos ou no arranjo de
DNA. As mutacgdes ativam a evolu¢do mas também podem ser patogénicas. As mutacdes
podem ser classificadas em:

Substituicio de uma base (mutacao de ponto): representam 50% das mutagdes
causadoras de doencas.
- Mutagdes silenciosas ou sinonimas: Um aminodcido pode ser determinado por mais de
um cddon; algumas mutagdes, portanto, ndo alteram a sequéncia de aminodcidos produzida
pelo gene modificado e sua fun¢do permanece a mesma. Essas mutacdes s@o chamadas de
silenciosas e sdo bastante frequentes.
- Mutagoes de sentido trocado (missense): provocadas por uma mutacdo de ponto que
altera o c6digo em uma trinca de bases e causa a substituicio de um aminodcido por um
outro no produto génico. Tais mutagdes alteram o “sentido” da codificacdao do filamento do
gene ao especificar um aminodcido diferente.
- Mutagdo sem sentido (nonsense): sao mutacdes de ponto que causam a substitui¢do do
cédon normal para um dos trés cddons terminais. Mutagdes de terminacdo prematura
podem ter duas consequéncias: primeira, 0 mRNA carregando uma mutacdo prematura €
frequentemente instavel (decaimento do mRNA mediado por mutagdo sem sentido) e nao é
possivel a traducdo; segunda, mesmo que o mRNA seja estdvel o bastante para ser
traduzido, a proteina truncada € normalmente tdo instdvel que € rapidamente degradada

dentro da célula.

Delecoes, Insercoes e Duplicacoes: Nem todas as mutacdes gé€nicas sao
substituicdes de bases. As vezes um ou mais nucleotideos podem ser inseridos, excluidos
ou duplicados na sequencia de bases do DNA.

- Pequenas delecoes e inser¢coes: No processo de sintese protéica, cada trinca de bases
corresponde a um determinado aminoacido. Algumas delecdes afetam apenas um pequeno
nimero de pares de bases. Se um nimero de pares de bases inseridas ou deletadas € um
multiplo de trés, ndo ocorre mudangas de matriz de leitura e haverd somente uma insercao

ou delec@o de aminodcidos correspondentes. Quando um ndmero de bases envolvidas ndo é
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um multiplo de trés e ocorre em uma sequéncia de codificacdo, a leitura da estrutura é
alterada iniciando no ponto da inser¢do da delecdo. As mutacgdes resultantes sdo chamadas
de mutagdes por mudanga de matriz de leitura (frameshift).

- Grandes delecoes e insercoes: alteracdes da estrutura do gene que podem levar a
aumentos ou perdas considerdveis do material genético. S@o relativamente incomuns, mas
tém sido descritas em muitos disturbios herdados.

Além das regides codificadoras, outras porcoes do DNA podem sofrer mutacdo
como os sitios de splicing, sequéncias regulatérias, genes de fatores de transcri¢do ou
regides 5’ e 3’ nao traduzidas. Apesar de ndo fazerem parte do RNAm, estdo diretamente
relacionadas aos éxons, podendo interferir na expressdo génica, reduzindo ou aumentando-
a, além de conferir instabilidade a0 RNAm quando mutadas.

Mutacoes no processamento de RNA: Para os introns serem recompostos ao
mesmo tempo para formar um RNAm maduro requer sequencias especificas de
nucleotideos localizadas dentro ou préximas das jungdes éxon-intron (local doador de 5°)
ou introns-éxon (local receptor de 3”). As mutagdes que afetam estas bases requeridas em
cada ponto doador ou receptora de recomposicdo interferem na (e em alguns casos
cancelam) recomposi¢do normal de RNA naquele local.

As mutagdes podem exercer seus efeitos fenotipicos de duas maneiras:

Mutacoes de perda de funcdo: mutacdo que reduz ou elimina a fun¢do do produto
genético. A mutacdo de perda de funcdo no estado heterozigoto no qual metade dos niveis
normais do produto génico resulta em efeitos fenotipicos sdo chamadas de mutacoes de
haploinsuficiéncia.

Mutacoes de ganho de funcido: pode ser decorrente tanto do aumento de sua
quantidade, geralmente por causa de um aumento em sua expressdo ou na expressao de seu
gene cognato, como de um aumento da capacidade de cada molécula de proteina em
realizar uma ou mais fun¢des normais.

+ Mutacées dominantes negativas: mutacido na qual um gene mutante em heterozigose
resulta na perda da atividade da proteina, como uma consequéncia do produto do gene
mutante interferindo na funcdo do produto génico normal do alelo correspondente

(4,99,100).
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Apéndice 2: Quadro com as sequéncias nucleotidicas de cada primer.

Temperatura

PRIMERS SEQUENCIA ©C) Exo-Star®
COL2AIEX 1F AGCGTGACTCCCAGAGAG 517 )
COL2AI EX 1R TGTCCTGTGCCTAAGTCG ’

COL2AI EX2F CCAGCCTACATTCTTCAGC 505 )
COL2A1 EX2R TCTACCCCAGCTACCAGG ’
COL2A1 EX 345 F AACAAAGTCTGGGTCACCTC 570 X
COL2A1 EX 345 R AGATGACAGCAAGGCCAG ’
COL2A]1 EX 67F CTCACCCGGTATTGCAGC 567 )
COL2A1 EX 67 R CCAGGTAAGTGCAAGCAGC ’
COL2AI EX 8 F GCCACTGTCATCTAATAATCC 595 )
COL2AI EX 8R GTAAAGCAGAGGTTGTCAGAC ’
COL2AI EXO910F AGTGGGAAATGAGAGGGAG 595 X
COL2A1 EX910R CATCCGAATTTCCTTGGG ’
COL2AI EX 11 F ACCTTTGCTCTGACCTTCC 530 X
COL2AI EX 11 R ATAGGAGATGGCGTCAGG ’
COL2AI EX 12F CACATACAGTCAGCAGAACC 570 )
COL2AI EX 12R GGAGACGCTAGGAAAGATG ’
COL2A1 EX 1314 F CTGGGCAGTTGTTATTTATACC 570 X
COL2A1 EX 1314 R CTCGCACTGACACAAACTTC ’
COL2A]1 EX 15F GTTTGTGTCAGTGCGAGC 595 X
COL2AI EX 15R CCTTGCAGTAGATGAGCTTG ’
COL2AI EX 16 F ACTGTTGGGTGTGATCTG 570 )
COL2AI EX 16 R ACTGGTTAAGAGAATCATGC ’
COL2AI EX 17F AGGTGGAGGTTGTAGTGAG 558 )
COL2AI EX17R CCAGTAGACATCAGAGTGC ’
COL2AI EX 18 F GTGAAATCAGTACAGAGGAGG 56.7 )
COL2AI EX 18R GTCTTACTTTCCCTCCAGG ’
COL2AI EX 1920 F AGTCATCAGCTCGGTCAG 530 X
COL2AI EX 1920R GAAGAAGGGAGGGGTGTC ’
COL2A1 EX 2122 F GTAACCCTGGAACAGATGG 530 X
COL2A1 EX 2122 R AGCCCTGTTAAGTCTCCTCC ’
COL2AI EX 23 F TGGCCTCTCGTCCTCAAG 60.0 X
COL2AI1 EX 23R GGTGTGGATGGAGAAAGAGG ’
COL2AI EX 242526 F CAGGCTCCAGAAGTTAACC 570 )
COL2A1 EX 242526 R CCAGTGCCTACCATCTACC ’
COL2AI EX 27F TTCGGGGCTTATCCTTGG 570 X
COL2AI EX27R CCCAAATCACATACAGACCC ’
COL2AI EX 28 F TGCTTTATCTTGGCTGTCC 570 X
COL2A1 EX 28 R AATGGCAAACAGAAGTCTCC ’
COL2AI EX 29 F ACTTCTGTTTGCCATTGGTC 554 )
COL2AI EX29R CTCAGCCCACATTCACATC ’
COL2AI EX30F AGTGTGGGTGGCTGATGG 579 )
COL2A1 EX30R AGCAGCAGCAGTGACAGC ’
COL2AI EX 31 F CAGCAGCAGGCACTATCG 60.0 )
COL2AI EX31R TGTCATCTGTGGAGGCTGG ’
COL2AI1 EX 3233 F CCATGGGAGGAGTGATATTC 60,0 X
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COL2A1 EX 3233 R TCTGTTCTTCATTCCTCCTG

COL2A]1 EX 34 F TCTACATGGGAGGAAGGG 554
COL2A1 EX 34 R GTGAGATGAAGGAACAGGG ’
COL2AI EX35F CCCTGTTCCTTCATCTCACC 570
COL2AI EX35R GAGAAGTCCCTGCAGTTGC ’
COL2A]1 EX36F CTGGTCCTGTCTCTGTCGG 570
COL2A1 EX36 R CTTCACTCCTACGGCCTTG ’
COL2AI EX 37F GGCCGTAGGAGTGAAGAGG 595
COL2AI EX37R CTCCCTGGCTCTCTGGTTC ’
COL2A]1 EX38F AGAGATGGGAAGGGAAGG 567
COL2A] EX 38R AGAGATGGGAAGGGAAGG ’
COL2AI EX 39F CATCATGTCCAGACCAGG 570
COL2A1 EX39R GAGATCAGCAGCTTGGTTC ’
COL2A]1 EX40F CTCAGGGGTCCATTGTTG 570
COL2A]I EX40R GGTTTCCACAGTCAGCACT ’
COL2AI EX41F TTCCATACCAGGCTCTGAGAC 579
COL2AI EX41R TAATCATGGCAGCCCTGTC ’
COL2AI EX 42 F GGTTGCAGCGGTAGATTG 570
COL2A]I EX 42 R GAGAGGCAGGAGATGAGAAC ’
COL2AI1 EX 4344 F AGGGTCGTGAGTGGCTTC 570
COL2A1 EX 4344 R TCTATGCCCGTCTCTCTCC ’
COL2A1 EX 4546 F GGAAACTTGGTGAGGAAAC 570
COL2A1 EX 4546 R ACTGCTCCTTAGTCCAGAGA ’
COL2AI1 EX 4748 F AAGCAAGGAGACAGAGGAGA 570
COL2A1 EX 4748 R GAAACTGCTTAGGGTGATCC ’
COL2AI EX 49 F GAAGTGGAAAGGGAATGG 579
COL2A]I EX49R GAGGCTGATTCATGTTTGTC ’
COL2AI EX 50 F CTGAGCATGTGAAGAACTGG 570
COL2A1 EX50R CTTCTCTTCAGTTTCCCAGC ’
COL2A]1 EXS51F GAAGAAATAGACATGGTGCTG 62.9
COL2AI EX 51 R TGTGAAATAAGAGAGGAACCC ’
COL2AI EX 52 F CTTAGCTCATGCAGATCTCCC 570
COL2A1 EX52R TTCCTCCTCTTTCCCTCCTC ’
COL2A]1 EX53F ATGTCCAACTAGCTCCCTGC 570
COL2A] EX 53R TCACCCTGTACACATTGCG ’
COL2AI EX 54 F GAGTTGAAGTGGAGAGGCC 570
COL2A1 EX 54 R AGAGGGTGGGATGAATGG ’
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Apéndice 3: Predicao das mutacoes do tipo missense encontradas nos pacientes da casuistica.

= Z %
= z =< & = 2, & o
= = = [ o < f [ an) ]
0 & V4 b = Z a — [ n
< S < = =) 2 = ~ 2 z
A~ - o £ = A = @
Provavelmente Provavelmente Naio-neutra .. Deletéria Deletéria ..
3 | G605D 9% | Geletéria (1,000) | deletéria (0,989) (87%) Deletéria (0,947) (2,63) (0.994) Deletéria (0,970)
Provavelmente Provavelmente Nao-neutra L. Deletéria - . .
5 C1315G 159 deletéria (0.997) deletéria (0.878) (58%) Deletéria (0.907) (2.69) Naio analisa Deletéria (0,988)
Provavelmente Provavelmente Naio-neutra .. Deletéria Deletéria ..
12| G5168 | 56 | 4ojctéria (1,000) | deletéria (0.974) (82%) Deletéria (0,918) (2,63) (0,9988) Deletéria (0,991)
Provavelmente Provavelmente Nao-neutra .. Deletéria .
13 C55Y 194 deletéria (0.991) deletéria (0.869) (58%) Deletéria (0,585) - (0.878) Deletéria (0.968)
Provavelmente Provavelmente Nao-neutra .. Deletéria - . L.
15 G528A 60 deletéria (0.998) deletéria (0.999) (63%) Deletéria (0,803) (2.65) Nao analisa Deletéria (0,974)
Provavelmente Provavelmente Nao-neutra .. Deletéria - . L.
21 G570D 94 deletéria (1,000) deletéria (0.966) (87%) Deletéria (0,910) (2.62) Nao analisa Deletéria (0,990)
Provavelmente Provavelmente Nao-neutra .. Deletéria Deletéria ..
16 G708R 125 deletéria (1,000) deletéria (0.952) (87%) Deletéria (0.877) (2.66) (0.999) Deletéria (0.956)
Provavelmente Provavelmente Nao-neutra .. Deletéria - . L.
17 G498D 94 deletéria (0.999) deletéria (0.966) (87%) Deletéria (0,915) (2.63) Nao analisa Deletéria (0,988)
Provavelmente Provavelmente Nao-neutra .. Deletéria ..
28 G1080V 109 deletéria (0.999) deletéria (0.971) (82%) Deletéria (0,853) - (0.900) Deletéria (0,978)
Provavelmente Provavelmente Nao-neutra L. - . ..
29 G1149R 125 deletéria (1,000) deletéria (0.981) (87%) Deletéria (0.760) - N3io analisa Deletéria (0,939)
Provavelmente Provavelmente Nao-neutra L. Deletéria ..
33 G687R 125 deletéria (1,000) deletéria (0.996) (87%) Deletéria (0,919) - (0.990) Deletéria (0,968)

PANTHER*: Esta algoritmo ndo realiza a predi¢do de todas as alteracdes.

GRANTHAM: “conservadas” (<50), “moderadas” (51-100), “radicais” (101-150) e “muito radicais” (>151).
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