FERNANDA DE CASTRO REIS

Este exemplar corresponde a versio final da
Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de Poés-Graduagio Ciéneias Meédicas da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
para obten¢do do titulo de Doutor em Ciéncias
Meédicas, area de Ciéncias Biomédicas do(a)
aluno{a) Fernanda de Castro Reis

Campinas, 18 de fevereiro de 2005,

Prof{a). Dr(a). Edi Licia Sartorato

Orientador(a)(@,)f}\ : ]\4 <(\ s

APLICACAO DAS TECNICAS DE BIOLOGIA
MOLECULAR NO DIAGNOSTICO DA
OSTEOGENESIS IMPERFECTA

CAMPINAS

2005




i



FERNANDA DE CASTRO REIS

APLICACAO DAS TECNICAS DE BIOLOGIA
MOLECULAR NO DIAGNOSTICO DA

OSTEOGENESIS IMPERFECTA

Tese apresentada & Pos-Graduacdo da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas
para a obtengdo do titulo de Doutor em Ciéncias Médicas,

area de concentracdo em Ciéncias Biomédicas

Orientadora: Profa. Dra. Edi Lucia Sartorato

CAMPINAS

2005

iRt 3 B 2y
UNICAMP

i




AMP

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

R277a

Reis, Fernanda de Castro

Aplicaciio das técnicas de biologia molecular no diagnéstico da
osteogenesis imperfecta / Fernanda de Castro Reis. Campinas, SP
[s.n.], 2005.

Onentador : Edi Lacia Sartorato

Tese ( Doutorado) Universidade Estadual de Campinas. Faculdade
de Ciéncias Médicas.

1. Colageno. 2. Mutagio (Biologia). 1. Sartorato, Edi Licia. IL

Universidade Estadual de Campinas.Faculdade de Ciéncias Médicas.
. Tiulo.

Sip/fem

v




e

R W &7’»5 ty

Banca examinadora da tese de Doutorado.

_Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Edi Liicia Sarterato 7

3. Profa. Dra. Anténia Pavla Marques-de-Faria -~ -~ . . oo

;34;}é,:’bﬁ;_@;ji)gig_fvéi;&'i;ﬁc;ag(;ﬂg]_;épég_: Bt et SRR e

S.Profa. Dra. Edi Licia Sartorate

Curso de pos-graduacio em Ciéncias Médicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas.

Data: 18/02/2005




vi



DEDICATORIA

A minha m3e Maria Luisa, 2 minha familia e ao Marcelo,
por todo amor, carinho e apoio,

dedico este trabalho.

vii



vHI



Comece tudo que vocé possa fazer ou sonha poder.
A ousadia tem dentro de si genialidade, poder e magia.

Goethe

Ha sem duvida quem ame o infiniio.

Ha sem duvida quem deseje o impossivel,

Ha sem diuvida quem ndio queira nada

Trés tipos de idealistas, e eu nenhum deles.

Porque eu amo infinitamente o finito,

Porque eu desejo impossivelmente o possivel,
Porgque quero tudo, ou um pouco mais, se puder ser,
Ou até se ndo puder ser...

Fernando Pessoa

ix






AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Edi Licia Sartorato, pela orientagdo desde a minha iniciago
cientifica como sua primeira aluna “oficial”. O tempo passou rapido nesses ultimos oito
anos e posso dizer que aprendi com vocé ndo sO a trabalhar no laboratorio, mas também

amadureci como pessoa e profissional. Vou sentir saudades da nossa convivéncia.

A Profa. Dra. Antonia Paula Marques-de-Faria por ter aceitado fazer parte da

pré-banca e banca examinadora desta tese.

A Profa. Dra. Chong Ae Kim por ter aceitado fazer parte da pré-banca e banca
examinadora desta tese, e também por ter feito a triagem de um dos pacientes avaliados

neste trabalho.

Ao Prof. Dr. Juan Llerena por ter aceitado fazer parte da pré-banca e banca

examinadora desta tese.

A Profa. Dra. Vera Lucia Gil Lopes por ter aceitado fazer parte da pré-banca

desta tese.

A Profa. Dra. Denise Norato por ter feito a triagem dos pacientes avaliados

neste trabalho.

A Profa. Dra. Denise Pontes Cavalcanti pela amizade, orientagdo no PED, pelas

sugestdes oferecidas e por ter feito parte da triagem dos pacientes avaliados neste trabalho.

Ao Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner pela colaborago e sempre boa vontade em
ajudar na coleta de dados clinicos dos pacientes estudados neste trabalho, assim como pela

sua participagdo como parte da banca examinadora do exame de qualificacdo.

A Profa. Dra. Marcilda Palandi de Mello pela amizade e anos de convivéncia

agradavel, e por ter aceitado fazer parte da pré-banca desta tese.

A Prof. Dra. Chistine Hackel, ou simplesmente Chris, por quem sempre tive
admiraciio, obrigada pela amizade e por muitas vezes ter me guiado para o “caminho da
luz” quanto as minhas constantes dividas e indagagSes profissionias, também sentirei

saudades.

A CAPES e a FAPESP pelo apoio financeiro.






AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A primeira pessoa que gostaria muito de agradecer é a minha mie, afinal sem
sua ajuda ndo teria ido tdo longe. Além disso, aprendi com ela a ser uma pessoa justa,

honesta e batalhadora. Obrigada por tudo mie.

Aos meus avos Luiz, Osmar e Conceigio, todos tiveram um papel importanie

na mintha educagdo e na minha vida, agradeco por tudo que conquistei até aqui.

As minhas queridas tias do corag@io Fia, Taia, Lourdes, Bé e Liicia que, apesar
da distincia, sei que torcem muito por mim e com quem sempre pude contar. E aos tios €
claro, que sdo igualmente especiais e queridos, tio Luiz, Max e Luisinho. Como alguém

pode viver sem tios nesse mundo?

Ao Marcelo, meu amor e meu porto seguro, sempre tdo calmo, com quem
compartilhet minhas angastias e alegrias durante o desenvolvimento deste trabalho.

Obrigada pelo carinho, pela super paciéncia, compreens3o, incentivo e forga para continuar.

Ao Pedro, pela amizade, preocupacio, incentivo € por aquele “laptop” que na
minha opinido fol um dos presentes mais Gteis que j& ganhei na vida, alias, ele foi muito

usado neste trabalho.

A Fabiana Alexandrino, ou Frauzinha para os intimos, minha amigona do peito,
companheira de trabalho e de todas as horas e praticamente minha irmd, afinal € o que
todos acham, pelo menos por onde a gente passa... Agradeco pela cumplicidade, pelas
muitas risadas e acima de tudo pela incontestavel amizade. Acho que sempre nos demos
muito bem porque sempre soubemos respeitar nossos limites. Vocé viu que eu dei um

jeitinho de continuar perto de vocé, ndo &7

Ao meu bom amigo Lucio, que mesmo chegando no final, deu um jeitinho de

me ajudar. Espero que sejamos bem sucedidos nesta nossa nova empreitada.

xiit






A melhor e mais epecial técnica de laboratorio, Mada, quem eu adoro e admiro
pela sua garra e forca de vontade. Mada vocé € a alma desse laboradrio, continue sempre do
jeito que vocé é, fale bem alto no telefone, cante, dé risada, porque é assim que a gente

gosta de te ver. Te adoro muito.

A Camila, a Ericka ¢ a Lucy pelo companheirismo, forca e pelos varios
momentos de descontragdo; e também a Thalita, que apesar de ter chegado bem depois,

participou de muitos desses bons momentos.

A todo mundo do laboratério de Genética Humana que contribuiu para
realizagio deste trabalho: as outras Fernandas Soardi e Coeli, Carlinha, Tammy, Andrey,
Luiz Eduardo, Maria Claudia, Mari, Erica, Z¢é Luiz, Priscila, Roberta e Tércio.

Aos funciondrios do CBMEG em especial a Ténia, Sandra, Andressa e a
“Coleguinha” Cida.






SUMARIO

Pag.

RESUMO e XXXVIi
ABSTRACT oo s xli
T- INTRODUCAO ..o 45
T-DefiNiCAO. ... e 47
2= HSEOTTCO. ..o e e e 48
3-CHassifiCaca0. ... e 49
4-Sintese do colageno tipo L. 55
5- Estrutura dos genes COLIAI e COLIAZ....................ccooiiiiiiiiii 57
6- Mutacdes nos genes do colageno tipo L. ... 59
T- TRALAIENTO. ...t e 65
2-0BJETIVOS . . e et e e 69
3- MATERIAL E METODOS.......ooooovrmmommicrecioenesieomieeoescevmeee oo 73
1= CasuiStiCR. ... e 75
2-MELOBOS ... e 77
2.1- Extragio de DNA gendmico de sangue periférico................ccovurven. 77
2.2- Analise do gene COLIATL ..o 78
4- RESULTADOS e e 91
1- Alteracdes encontradas no gene COLIAI ... USRN 93

xvii



xviii



2~ Rastreamento do gene COLIA1 pela técnica de Seqiienciamento

ABOMALICO. ... 97

2.1- Alteragdes encontradas associadas ao fenotipo..............cc.coeove, 97

2.2- Qutras alteraces encontradas...........coooeiiv e 103

S- DISCUSSAO. ...t 107
6= CONCLUSAO. ..o 121
7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .. ... 125
8- ANE X O et 139
1- Parecer do Comité de Etica em PeSQUESA.................... 141

2- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.........................c.occooo. 143

3- Artigo aceito para publicagio no Journal of Applied Genetics............. 145






LISTA DE ABREVIATURAS

°C

uCi

Hg

13|

cDNA

Ci

COL1Al

COL1A2

CSGE

ddNTP

DEPC

DH5¢

DNA

dNTP

EDS

EDTA

graus Celsius

microCurrie

micrograma

microlitro

micromolar

DNA complementar

currie

gene que codifica a cadeia al da molécula de colageno tipo I

gene que codifica a cadeia a2 da molécula de colageno tipo [
Conformation Sensitive Gel Electrophoresis

didesoxinucleotideo, onde N pode ser guanina, adenina, timina ou citosina.
dietil pirocarbonato

linhagem da bacténia E. coli

acido desoxirribonucléico

desoxinucleotideo, onde N pode ser guanina, adenina, timina ou citosina,
Ehlers-Danlos Sindrome

acido etilenodiaminotetracético






EIM
Kb
LB

OMIM

mRNA
MSCs

ng

Ol

PCR
pmol
proo 1(I)
proa2(l)

RNA

SDS
SSCP

TA

Erros Inatos do Metabolismo

quilo base

meio de cultura Luria-Bertani

On Line Mendelian Inheritance in Man
milimolar

RNA mensageiro

Mesenquimal Stem Cells

nanograma

Osteogenesis Imperfecta

pares de base

Polymerase Chain Reaction

picomol

cadera o] da molécula de procolageno tipo 1
cadeia a2 da molécula de procolageno tipo 1
acido ribonucléico

rotagdes por minuto

Lauril dodecil sulfato de sddio

Single Strand Conformation Polymorphism

temperatura ambiente

XX






Taq

TE
TEMED

TGF-B

Tris

X-gal

DNA polimerase de Thermus aquaticus
Tris/acido borico/EDTA

Tris-EDTA

N, N, N’, N’, tetrametiletilenodiamina
Transforming Growth Factor 8

Tumor Necrosis Factor a
Trns(hidroximetil Jaminometano

5-bromo-4-cloro-3-indolil-f,D-galactosidase






LISTA DE TABELAS

Pag.
Tabela 1  Classificacdo da Osteogenesis Imperfecta em seus principais tipos
clinicos de acordo com Sillenceetal, 1979..........cooovvimivoiie, 50
Tabela2 Os dominios do colageno tipo I e o nimero de aminodcidos
presentes em cadaum deles..................... ... N 56
Tabela3 Classificagdo clinica e molecular da Osteogenesis Imperfecta
baseada em PRIMORAC et al. (2001)..........ooooiioeie 62
Tabela 4 Relagdo dos pacientes com Osteogenesis Imperfecta estudados......... 76
Tabela S Seqiiéncia dos primers utilizados para amplificagio do gene
COLIAL oo 80
Tabela 6 Resumo de todas as alteragdes identificadas no gene COLIAI.......... 94
Tabela 7 Dados clinicos e radiologicos dos pacientes de OI em que foram
encontradas mutacdes no gene COLIAL ... 96

xvii



XXViTE



LISTA DE FIGURAS

s

Pag.

Figural  Nas figuras A de 1 a 4 observam-se radiografias de dois recém-
nascidos diferentes com morte perinatal afetados por OI do tipo
TIA. E visivel em ambos a osteopenia, costelas com aspecto de
“contas de rosario”, arqueamento acentuado do fémur (fémur em
acordedo). As figuras A5 e A6 s30 de um ultra-som fetal com OI
tipo II mostrando arqueamento dos membros inferiores e costelas
fraturadas intra-ttero. As figuras B.1 e B.2 apresentam raio-X de
uma crianga afetada por OI do tipo III, observa-se osteopenia,
deformidade do esqueleto e 0ssos longos curtos, finos e angulados.
As figuras C.1 a C.3 mostram uma crianga afetada por OI tipo IV,
com osteopenia, escoliose e arqueamento dos membros

IEETHOTES . ..o e 53

Figura2  Molécula de colageno tipo I, com duas cadeias al (em preto), e
uma cadeia o2 {(em preto). Estas cadeias peptidicas se enrolam em
hélice e estdo unidas entre si por meio de pontes de

BEATOEENIO. ... .o e 57

Figura3  Estrutura dos genes que codificam o colageno tipo I, COLIAI e
COLIA2. Os exons 1 a 6 codificam o dominio N-terminal
(peptideo sinal e N-propeptideo), parte do exon 6 e os demais até o
49 codificam o dominio da tripla hélice (N-telopeptideo, tripla
hélice e C-telopeptideo) e do exon 49 ao 52 o dominio C-terminal

{C-PropeptideO).... .o e 58






Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Grupo A: Ol tipo I — alteragBes quantitativas; muta¢des nos genes
do colageno tipo I (preferencialmente COLIAI} que resultam na
sintese insuficiente de moléculas de colageno; Grupo B: OI tipos IL,
I e IV — alteragbes qualitativas, muta¢des em COLIAI ou
COLIA2 que provocam a formacio de moléculas de colageno
anormais incapazes de formar hélices. (X} indica presenca de
mutagdo em heterozigose em um dos genes do colageno; (*) indica

produgdo de molécula de procolageno mutante............................

Localizagio de algumas substitui¢des de glicina no dominio da
tripla hélice para os aminoicidos mais comuns, indicados na parte
de baixo, nos genes COLI4! (metade superior da figura) e
COLIA2 (metade inferior da figura) e sua relagdo com o fendtipo
de OI, indicado do lado esquerdo da figura de acordo com o

alinhamento das barras. .....oovveeee o]

Ciclo utilizado na amplificacio dos exons 6 a 52 do
gene COLIATL ..ottt

Ciclo utilizado para reagdo de seqiienciamento automatico dos
exons6aS52dogene COLIAL ...,

Ciclo utilizado para reacio de seqienciamento manual.
A temperatura de anelamento ¢ correspondente aos primers do
vetor pGEM (T7e SPO).........oooiiii, ettt e

Eletroferogramas da fita serzse do exon 19 do gene COL1A41 da mie
do paciente 4 (A) e do paciente 4 (B). A seta aponta a mutagio de
CGA—-TGA em heterozigose no paciente. A base C estd
representada pelo pico azul e a base T pelo pico vermelho, ambas

estdo representadas pelaletra Nem B

61

63

79

83

87

97



xxxii



Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

(A) Eletroferogramas da fita sense do exon 28 de um controle
normal e (B) do paciente 28, demonstrando que a partir do ponto
onde ocorre a delegdo de uma guanina em heterozigose a reacio

apresenta uma lertura confusa........ ... ... .. N

Seqiienciamento manual da fita sense do exon 28 do paciente 28:
(A) antes da clonagem no vetor pGEM. Pode-se observar que a
partir do ponto mostrado pela seta surge uma confusio de bases no
gel; (B) apos a clonagem, o alelo normal com duas bases G ¢ o

alelo mutante (C) com apenas uma base G na mesma

Eletroferogramas da fita sense do exon 33/34: (A) controle normal;
(B) paciente 33 mostrando a mutagio de GGT-—>AGT em
heterozigose, na seta a base G normal est4 representada pelo pico
preto e a base A mutante pelo pico verde, ambas representadas pela

Letra N e

Eletroferogramas da fita sense do exon 19: (A) controle normal;
(B) paciente 33 mostrando a mutagio de CCC—GCC em
heterozigose, na seta a base G mutante esta representada pelo pico

preto e a base C normal pelo pico verde, ambas representadas pela

A - Esquema de restrigdo do exon 19 com a enzima Ban I quando a
base G mutante estéd presente. B - Analise de restricio do exon 19
com a enzima Ban 1 em gel de agarose 1000 a 3%. O paciente 43
(P43) apresenta as bandas de 180, 171 e 138 pb, demonstrando que
¢ heterozigoto para a muta¢do, enquanto os controles normais (C1 a
C5) apresentam as bandas de 180 e 138 pb. Nio foi possivel
visualizar a banda de 9 bp. M:marcador de peso molecular de 100
PO (INVITROGEN). ...

xxxdii

98

99

99

100

101



poerd



Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Eletroferogramas da fita sense do exon 25: (A) controle normal e
(B) paciente 74 mostrando a mutacio de GGT—-AGT em
heterozigose. Na seta a base GG normal est4 representada pelo pico

preto e a base A mutante pelo pico verde.................ooooooiiieei .

Eletroferogramas da fita sense do exon 37: {A) controle normal e
(B) paciente 77 mostrando a mutacio GGC—GAC em
heterozigose. Na seta a base G normal esta representada pelo pico

preto ¢ a base A mutante pelo pico verde, ambas representadas pela

LetTa N e

Eletroferogramas mostrando o seqiienciamento automatico do exon
26 do gene COLIAI (A) controle normal ¢ (B) a mutacio
silenciosa de GTC-»>GTT em heterozigose no paciente 70. Na seta
a base C normal estd representada pelo pico azul e a base

T mutante pelo pico vermelho.......................o

Eletroferogramas do intron 8 do gene COLIAI: (A) controle
normal e (B) alteracio TVS8-36delT encontrada no paciente 70.
A seta demonstra que a partir do ponto onde ocorre a deleciio de

uma fimina em heterozigose a reacdo apresenta uma leitura

Amplifica¢io do fragmento de 576 pb obtido por PCR do cDNA de
um controle (C), do paciente 43 (P43) e de seu pai, ambos
portadores da substituicio IVS8-36delT. M:marcador de peso
molecular de 100pb...........oooooiiie e

Heredogramas representando 3 dos 5 casos familiais de OI
estudados neste trabalho. A) familia do paciente 43 (P43); B)
familia do paciente 52 (P52) e C) familia do paciente 70.
O hachurado significa que o individuo € portador de sinais

sugestivos de O

102

103

104

105

105

119






RESUMO




XAXVIT



Osteogenesis Imperfecta (OI) ¢ a denominagio de um grupo heterogéneo de doengas
hereditarias associadas a anormalidades tanto na sintese quanto na estrutura do colageno
tipo 1. Esta € a proteina mais abundante encontrada nos ossos, pele, tenddes e ligamentos,

revestimento dos vasos sanguineos, e outros tecidos conjuntivos, exceto a cartilagem.

Em mais de 90% dos casos, o fendtipo é resultante de mutacdes espontineas ou de
transmissdo dominante em familias afetadas em um dos dois loci responsaveis pela sintese
do colageno tipo L, onde se localizam os genes COLJIAJ e COLIA2. O defeito molecular
resulta em uma grande variedade de formas clinicas, desde assintomaticas até letais no
periodo neonatal. As formas mais leves da doenca sfo freqientemente provocadas por
mutagdes que inativam um dos alelos do gene COLIA! resultando numa quantidade
normal, porém reduzida de colageno tipo I. Por outro lado, as formas mais graves da
doenga resultam de mutagdes dominante negativas nos genes COLIAI ou COLIA2, as
quais produzem defeitos estruturais na molécula de coligeno. A correlacio gendtipo-
fenotipo observada em pacientes com OI depende, portanto da natureza e posigio das

mutacoes.

O principal objetivo do presente estudo foi identificar mutagdes no gene COLIAI em
individuos portadores dos diversos tipos de Of, uma vez que o diagndstico molecular n3o &
um exame de rotina oferecido pelos laboratérios e, portanto, ndo ha estudo da prevaléncia
dessas mutagBes em nosso pais. A metodologia empregada para tal diagnostico foi o
seqlienciamento automatico direto do produto da PCR do gene COLIA1. Os exons 6 a 52,
que compreendem o dominio da tripla hélice ¢ o dominio C-terminal da molécula do
colageno tipo I, foram seqiienciados em 13 pacientes portadores de OI. Foram identificadas
seis mutagdes associadas ao fenétipo, sendo quatro novas (c.1885delG, p.P239A, p.G592S,
p.G649D) e duas ja descritas (p.R237X e p.G382S), além de polimorfismos em exons e

introns e outras substituicSes.

Este foi o primeiro estudo molecular realizado com OI no Brasil. Os resultados obtidos
neste trabalho indicam que ndo existem mutagBes prevalentes em nossa amostra e que as
caracteristicas das mutagdes encontradas estio de acordo com os dados da literatura, onde
substituigGes de glicina por outro aminoacido no dominio da tripla hélice do gene COLIA/

530 as principais responsaveis pelos tipos mais graves de OI, tipos IL IIf e I'V.
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Osteogenesis imperfecta (OI), commonly known as “brittle bone disease”, is a dominant
autosomal disorder and is caused by mutations in type I collagen genes, COL1A]1 and
COL1A2, which are responsible for the synthesis of the main protein of bone, skin,

ligaments, tendon and most other connective tissues.

Ol is a genetic disorder of increased bone fragility and low bone mass. Severity varies
widely, ranging from intrauterine fractures and perinatal lethality to very mild forms
without fractures. The mild forms are usually caused by mutations which inactivate one
allele of COL1A1 gene resulting in a reduced amount of normal type I collagen. On the
other hand, the severe and lethal forms result from dominant negative mutations in

COLIAI or COL1A2, which produce structural defects in the collagen molecule.

The varied clinical characteristics of Ol reflect different classes of mutations in different
regions of type I collagen genes. These alterations vary in type and location, although the
most common in COL1 loci are single-base substitutions in the part of the gene coding for
the triple helix domain, which changes a codon for a glycine to a codon for an amino acid
with a bulkier side chain. Therefore, the presence of glycine at every third amino acid is

essential to allow the a-chains to adopt the characteristic collagen triple helix.

The main objective of the present study was to search for mutations in the COL1A1 gene in
patients previously diagnosed as having OI Also, providing information about the
characteristics of mutations in this gene in our sample. Therefore, here we report the results
of the molecular investigation on the COL1A1 gene in 13 Brazilian OI patients. Mutational
analysis was performed by direct sequencing of PCR product for each exon. We have found
six mutations, four are novel (c.1885delG, p.P239A, p.G592S, p.G649D) and two were
previously described (p.R237X and p.(G3828).

This s the first molecular study of OI in Brazil. Our findings showed that there are no
prevalent mutations in our sample, and that their distribution is similar to that reported by
other authors, with a preponderance of substitutions on glycine residues in the triple helix

domain causing OI types II, III and IV.
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1- INTRODUCAO
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1- Definicio

A Osteogenesis Imperfecta (Ol), cuja incidéncia estd em torno de 1:10.000 a
1:20.000 nascimentos, ¢ a denominag@o de um grupo heterogéneo de doencas hereditarias
associadas a anormalidades tanto na sintese quanto na estrutura do colageno tipo I. Essa é a
proteina mais abundante encontrada nos ossos, pele, tendSes e ligamentos, revestimento dos

vasos sanguineos, e outros tecidos conjuntivos, exceto a cartilagem (BYERS, 1997a).

Em mais de 90% dos casos de individuos com OI, o fenétipo é resultante de
mutacdes espontineas ou de transmissdo dominante em familias afetadas em um dos dois
loci responsaveis pela sintese do colageno tipo I, COLIAI ¢ COLIA2. O defeito molecular
resulta em uma grande variedade de formas clinicas, desde assintomaticas até letais no
periodo neonatal (BYERS, 1997a).

O fator comum entre as formas de Ol ¢ a fragilidade ossea de gravidade
extremamente varigvel, podendo estar associada a esclerdtica de tom azulado,
dentinogenesis imperfecia, surdez, hiperextensibilidade articular e equimoses freqientes
(GOLDMAN ef al., 1980; BYERS, 1989a).

O diagndstico de OI pode ser determinado com facilidade em individuos com
antecedentes familiares ou em individuos que apresentam caracteristicas tipicas da doenca,
mas pode ser dificil na auséncia de membros na familia afetados e quando a fragilidade
Ossea ndo esta associada a anormalidades esqueléticas externas ¢ ébvias. Nesse caso, a
andlise dos genes que codificam o colageno tipo I fornece informagBes importantes, que
podem ser obtidas a partir da investigacio da quantidade e estrutura das moléculas de
procoligeno derivadas de cultura de fibroblastos da pele do paciente (RAUCH e
GLORIEUX, 2004). Qutra metodologia aplicada é a extragdo de DNA gendmico do
paciente a partir de linfocitos e a regido codificante dos genes COLIAI e COLIAZ ¢
rastreada em busca de mutagdes (KORKKO et al., 1998). Sabe-se que ambas as abordagens
sdo capazes de detectar quase 90% de todas as mutagBes no colageno tipo I (MARLOWE
et al., 2002). A presenca de uma mutagdo nos genes COLIAJ ou COLIA2 confirma o
diagnostico de OI. Entretanto, a sua auséncia ndo significa que necessariamente nfo esteja

presente em um dos dois genes, pois pode ndo ter sido detectada, ou ainda o paciente pode
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ter uma forma de OT que ndo estd associada a mutagBes nos genes do colageno tipo I
(tipos V, V1 ¢ VII}. Portanto, o fato de uma mutag¢do ndo ser identificada no colageno tipo L,
ndo descarta o diagnostico de OI (RAUCH e GLORIEUX, 2004).

2- Historico

No final do século XVIII e inicio do século XIX, surgiram as primeiras
descrigdes na literatura salientando as caracteristicas de individuos de uma mesma familia
apresentando fragilidade 6ssea acentuada. Como toda heredopatia conhecida de longa data,
a concepedo da doenga sofreu varias modificaces e muitas denominagdes. Lobstein (1833)
foi o primeiro a descrever a entidade, sob o nome de osteopsatirose idiopdtica, embora em
1788, Ekmann, médico sueco, tivesse descrito uma familia afetada em quatro geragdes com

o que denominou de osfeomaldcia congénita (BYERS, 1997a).

Seedorf, em 1942, dividiu a doenca em duas formas, congénita e tardia, de
acordo com a idade de aparecimento das fraturas. Esse critério mostrou-se incompleto tanto

para o uso ortopédico quanto para o aconsethamento genético (BYERS, 1997a).

SILLENCE et al. (1979) propuseram uma classificagio baseada em critérios
clinicos, radiologicos e genéticos, dividindo a Ol em quatro tipos principais. Atualmente,
essa classificacdo foi ampliada pelo acréscimo de subtipos, cuja transmissio, em sua grande
maioria, tem padr@o autossdmico dominante. Foram descritos casos raros de transmissio
recessiva que, posteriormente, foram atribuidos a mutacdo germinal, muito comum em
OI (SPOTILA ef al., 1992; WALLIS e al., 1993). Até o momento, somente um individuo
com OI de heranga autossdmica recessiva apresentou mutagdo nos genes do colageno tipo 1.
Foi descrito por NICHOLLS et al. (1984), como sendo filho de casal consangiiineo e
gravemente afetado por OI tipo III, apresentando uma mutagiic em homozigose no gene
COLIA42.

Uma forma de transmissdo recessiva de OI do tipo Il é comparativamente
comum entre a populagio negra do sudeste da Africa, onde mais de 70 individuos afetados
foram analisados. Contudo, por meio de estudos de ligagio, nfio foram encontradas
alteracOes nos genes que codificam o colageno tipo 1, sugerindo, portanto, o envolvimento
de outros genes {WALLIS ef ol , 1993).
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3- Classificacio

Segundo a classificacdo de SILLENCE ez al. (1979), a Ol do tipo I ¢ a forma
mais branda e freqliente da doenca, atingindo cerca de 80% dos casos. Os pacientes
apresentam estatura normal, esclerotica azulada, poucas fraturas, sem grandes deformagdes
dos ossos longos e tampouco dentinogenesis imperfecta. O azulado das escleras é causado
pela espessura fina de sua camada de colageno total, 0 que permite a visualizagio do

pigmento intraocular, que pode variar de azul escuro a claro (ASSIS ef al., 2002).

O tipo 1L, por outro lado, é o mais grave e, em sua grande maioria, os pacientes
falecem no periodo perinatal. Os individuos com o tipo III sdo afetados em grau que varia
de moderado a grave, apresentando facie triangular, baixa estatura, deformidades dos ossos
longos e dentinogenesis imperfecta devido a deficiéncia na dentina. O restante dos
pacientes ¢ classificado como tipo IV. Este Gltimo grupo € sumamente heterogéneo,

variando ndo s6 na gravidade, como também no fenétipo (ASSIS er al., 2002).

Embora se saiba que na realidade a doenca apresenta diferentes graus de
acometimento e que os pactentes ndo sdo sempre classificados convenientemente numa
categonia clinica adequada, a classificagfo € necessaria para se ter acesso a um prognéstico

adequado e aos efeitos de intervengdes terapéuticas (RAUCH e GLORIEUX, 2004).

A Tabela 1 apresenta a classificagdo dos principais tipos e subtipos de OI
(I a IV), segundo critérios de diferentes autores, enquanto a Figura 1 exemplifica as

principais caracteristicas radiolégicas dos tipos deformantes de O1.
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Figura 1- Nas figuras A de 1 a 4 observam-se radiografias de dois recém-nascidos diferentes com morte perinatal,
afetados por O do tipo TTA, ¥ visivel em ambos a osteopenia, costelas com aspecto de “contas de rosdrio”,
arqueamento acentuado do fémur (Fémur em acordedio). As figuras A 5 e A.6 siio de um ulira-som fefal com O
tipo 11, mostrando arquesmerrto dos membros inferiores e costelas fraturadas infra-Giero, As fipuras B.1 e B.2
apresentam raio-X de uma crianga afetada por OI do tipo III; observa-se osteopenia, deformidade do esqueleto

e ossos longos curtos, finos ¢ angulados. As figuras C.1 a C.3 mostram uma crianga afetada por OT tipo IV com
osteopenta, escoliose e arqueamento dos membros inferiores.
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Recentemente, GLLORIEUX ef @l (2000) utilizando critérios clinicos ¢
histomorfométricos sugeriram uma nova forma de Ol, referida na literatura como OI tipo
V. Esse novo tipo de OI foi identificado dentro de um grupo de pacientes previamente
classificados como OI tipo IV que apresentavam caracteristicas clinicas semelhantes como
calos hipertroficos e ossificagic da membrana inter-Ossea do antebrago. A OI tipo V
também obedece a um padrio de heranga autossdmico dominante, porém nenhuma

alterag@o na estrutura dos dois genes que codificam a molécula de colageno tipo I foi
encontrada (GLORIEUX ef ai., 2000).

Outro tipo de Ol derivado do tipo IV foi descrito por GLORIEUX ef al. (2002),
sendo classificado como Ol tipo V1. Este é caracterizado como sendo uma forma de OI de
moderada a grave, com acimulo de ostedide, devido a um defeito de mineralizagio, na
auséncia de um disturbio do metabolismo mineral. O rastreamento de mutagdes em ambos
os genes que codificam o coldgeno tipo I nfo revelou nenhuma alteragio e a analise da
proteina do colageno tipo I também se mostrou normal, portanto o défeito genético que
provoca a Ol tipo VI ainda devera ser elucidado, assim como o seu tipo de heranca
(GLORIEUX et al., 2002).

A OI rizomélica, classificada como OI tipo VII, é uma nova forma de heranga
autossodmica recessiva, encontrada em oito individuos procedentes de uma comunidade
indigena isolada em Quebec, Canada. O fendtipo, de moderado a grave, é caracterizado por
fraturas ao nascimento, esclerotica azulada, deformidades precoces nos membros inferiores
e osteopenia. A rizomelia (imero e f8mur curtos) é uma caracteristica marcante desse tipo
de OI. Através de estudos de ligagio, o locus da doenga foi localizado no brago curto do
cromossomo 3, onde ndo existem genes que codificam a produgio de coligeno. Até agora
nephum gene candidato foi identificado no segmento cromossOmico de interesse
(LABUDA ef al., 2002; WARD et al., 2002).

Esta nova classificacio que subdivide a OI tipo IV em V, VI e VII que vem
sendo apresentada e introduzida & comunidade cientifica, ¢ pouco utilizada como
referéncia. A classificagdo de SILLENCE et al. (1979) ainda ¢ a mais adotada, inclusive
neste trabatho.
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Qutras sindromes nas quais a Ol estd associada a outros sinais clinicos so as
sindromes de Cole-Carpenter de heranga autossOmica dominante [OMIM 112240],
caracterizada como sendo um tipo de Ol com craniossinostose orbital, proptose de globo
ocular e hidrocefalia (COLE e CARPENTER, 1987), a osteoporose associada a
pseudoglioma ou Ol de forma ocular [OMIM 259770; gene 11q13.4] (BEIGHTON, 1986;
CAPOEN, 1993) de heranga autossdmica recessiva ¢ a Ol associada a contraturas
musculares conhecida como sindrome de Bruck [OMIM 259450; gene 17p12] de heranca
autossdémica recessiva (MCPHERSON, 1997).

4- Sintese do colageno tipo I

A transcrigio dos genes que codificam o colageno tipo I é regulada por
diferentes citocinas, especialmente o TGF-B (Transforming Growth Factor [) ¢ o
TNF-a« (Tumor Necrosis Factor «). O TGF-f exerce um papel determinante na
fisiopatologia de reparo dos tecidos, aumentando a expressdo do colageno tipo I. Sua agdo é
exercida por duas vias complementares, uma que reduz a degradagio da matriz extracelular
e outra que estimula o seu actmulo. Em contraste, o0 TNF-¢, cuja fun¢io de remodelagio
da matriz € oposta a do TGF-f, reduz a expressdo do colageno tipo I. O TNF-o exerce um
papel importante em doencas inflamatdrias como artrite reumatoéide e osteoartrite, pois
reduz o deposito de matriz extracelular pela inducio da producio de colagenases ou por

inibigdo da sintese de componentes estruturais da matriz, como o colageno tipo 1

(VERRECHIA e MAUVIEL, 2004).

Os genes COLIAI e COLIA2 sdo transcritos coordenadamente. Primeiramente,
os mRNA sio processados e transportados ao citoplasma onde sdo traduzidos. As proteinas
precursoras, conhecidas como procolageno, séo inseridas através da membrana do reticulo

endoplasmatico rugoso e as seqii€ncias sinal sio clivadas (BYERS, 1997a).

As cadeias de procolageno contém propeptideos amino e carboxi terminais.
Duas cadeias proal(l) e uma cadeia proa2(l} associam-se primeiramente por interagdes

hidrofobicas e eletrostaticas entre os C-propeptideos formando uma tripla hélice.
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A associacdo € entdio estabilizada por pontes dissulfeto entre as cadeias de procoligeno.
A partir da extremidade carboxila a formagio da hélice continua em diregio a extremidade
amino terminal (GALICK A, 2002).

Durante o alongamento da cadeia, todos os residuos prolina que precedem a
glicina na tripla hélice (cerca de 100 em cada cadeia) ¢ algumas das lisinas
(menos de 10 em cada cadeia) sdo hidroxilados pelas enzimas 4-hidroxilase de prolil e
hidroxilase de lisil, respectivamente. Alguns residuos de hidroxilisina sdo glicosilados e
uma Unica asparagina ligada a oligossacarideo € adicionada a cada cadeia no peptideo
carboxi-terminal. O objetivo dessas modifica¢des € aumentar a estabilidade termodindmica
das cadeias a e formar ligagSes mais fortes entre elas. Os propeptideos das extremidades
amino e carboxi terminais so clivados por proteases especificas apos a secregio da

molécula para o meio extracelular, (BYERS, 1997a).

A molécula de coldgeno madura apresenta ao final do processo de clivagem
somente o dominio do coldgeno ou da tripla hélice. Esse é formado pela tripla hélice
propriamente dita e pelos telopeptideos que a flanqueiam. A Tabela 2 apresenta os
dominios do coligeno tipo I e o nimero de aminoacidos que cada um compreende

(DALGLEISH, 1997) e a Figura 2 um esquema da molécula de colageno madura.

Tabela 2- Os dominios do colageno tipo I e o nimero de aminoacidos presentes em cada

um deles.

Pominio proc I{I) proa2(l)
N-terminal lel 79
Peptideo sinal 22 22
N-propeptideo 139 57
Dominio do colageno 1057 1040
N-telopeptideo 17 11
Tripla hélice 1014 1014
C-telopeptideo 26 15
C-terminal
C-propeptideo 246 247
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g —  86pm 280 um

Figura 2 - Molécula de coldgeno tipo I, com duas cadeias al (em azal), ¢ uma cadeia o2 {em preto). Estas cadeias
peptidicas se enrolam em hélice e estZo unidas entre si por meio de pontes de hidrogénio.

S- Estrutura dos genes COLIAI ¢ COLIA2

Ambos os genes COLIAI [OMIM 120150] e COLIA2 [OMIM 120160]
possuem 52 exons e uma estrutura muito semelhante. O COLI41 (17q 21.31-22.15) possui
18 Kb e 0 COLIAZ (7q 21.3-22.1) possui 38 Kb, a diferenca de tamanho entre os dois
deve-se ao tamanho dos introns (BYERS, 1989b). A seqiiéncia consenso completa de
ambos os genes estd depositada no banco de dados GenBank no endereco eletrénico
bttp//www.ncbinimnih.gov sob os mimeros de acesso AF017178 (COLIAI) e
AF004877 (COLIA2).

No gene COLIAI ha um Gnico exon de 108 pb que codifica os aminoécidos de
numero 568 a 603 (exon 33), enquanto que no gene COLIA2 esses mesmos aminoacidos
sdo codificados por dois exons diferentes (33 e 34), cada um com 54 pb. Como a seqiiéncia
dos exons 33 e 34 no gene COLIA2 ¢ andloga a seqiiéncia do exon 33 no gene COLIAL
passou-se a denominar o Unico exon do gene COLIAI de 33/34, a fim de se evitar
confusdes no estudo entre exons anilogos que codificam aminoacidos C-terminais na
posi¢io 603 (DALGLEISH, 1997).

Os cinco primeiros exons de ambos os genes codificam a seqiiéncia sinal de um
peptideo amino-terminal, cuja fungfio ainda nfo estd esclarecida, e também parte do
N-propeptideo, que € posteriormente clivado da molécula de procolageno tipo 1
{(DALGLEISH, 1997).
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O exon seis codifica parte do N-propeptideo, ¢ N-telopeptideo inteiro ¢ os
primeiros trés aminoacidos da regido da tripla hélice. Do exon 6 ao exon 49, em ambos os
genes, sfo codificados os 1014 aminoacidos que fazem parte da tripla hélice. O exon 49
codifica também o C-telopeptideo inteiro e parte do C-propeptideo, que termina de ser
codificado no exon 52 (Figura 3). Os exons finais codificam também um sitio adicional
para clivagem por protease e o territorio globular carboxi-terminal da proteina, implicado

na associagio entre as cadeias na formagdo da estrutura quaternaria (DALGLEISH, 1997).

i
i
L]
1
1
q
i
1

feemmman Dominio
N-terminal da tripla hélice C-terminal

Dominio " Dominio

Glicina

Peptideo sinal
N-propeptideo

N-telopeptideo
Tripla hélice
C-telopeptideo

C-propeptideo

Figura 3~ Estrutura dos genes que codificam o colageno tipo I, COLIAL e COLIAZ. Os exons 1 a 6 codificam o dominio
N-terminal (peptideo sinal e N-propeptideo), parte do exon 6 € os demais até o 49 codificam o dominio da
tripla bélice (N-telopeptideo, tripla hélice e C-telopeptideo) e do exon 49 ao 52 o dominio C-terminal
(C-propeptideo).
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Uma caracteristica comum aos dois genes € que o0s exéns que codificam a
regido da tripla hélice das cadeias de coligeno apresentam, na sua maioria, um tamanho de
54 pb. A subumdade bésica desses exons na regido da tripla hélice consiste,
predominantemente, da repeticio de tripeptideos GlyXY. A presenca de glicina a cada trés
aminoacidos é essencial para a estrutura da tripla hélice (Figura 3). As posicdes X e Y sdo
freqiientemente ocupadas pelos aminodcidos prolina e hidroxiprolina, respectivamente,

havendo 338 repeti¢tes desses tripeptideos nas cadeias o maduras (BYERS, 1989b).

6- Mutacoes nos genes do coligeno tipo I

Nos ultimos anos, foram feitos grandes esfor¢os na tentativa de se correlacionar

as formas graves de OI com a localizagio molecular do defeito na tripla hélice do colageno.

PEREIRA er al, (1993) estabeleceram uma linhagem de camundongos
transgénicos que expressavam niveis moderados do gene COLJIAI humano deletado.
Este gene foi modelado apds o surgimento de uma delegio esporadica que produzia um
fenétipo letal de OI. Em torno de 6% dos camundongos transgénicos apresentavam um
fenotipo letal com vérias fraturas ao nascimento, enquanto 33% tinham fraturas, mas eram
vidveis. Os 61% restantes ndo apresentavam fraturas aparentes como observado ao exame
de raio-X, o qual foi realizado no dia do nascimento. Esses resultados demonstraram
caracteristicas interessantes em relagio a variabilidade fenotipica e penetrancia incompleta,
muito comum em familias com OI e muitas vezes explicada por variagdes no background
genetico e por influéncia de fatores ambientais, Entretanto, PEREIRA ef al, (1994)
concluiram que a variagdo fenotipica nesse caso poderia ser uma caracteristica inerente ao

gene do coldgeno mutante.

Em 1998, STACEY et al. criaram um camundongo transgénico que expressava
o gene COLIAJ mutante devido a uma substitui¢io de glicina por cisteina no coédon 859.
O gene mutante produziu um fendtipo dominante letal similar ao fendtipo de pacientes
humanos com OI tipo H (FORLINO e MARINI, 2000).
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Concluiu-se que mutacdes nos genes COLIAI € COLIA?2 resultam nas formas
clinicas classicas de OI (tipos L, IL III e IV). Para se manifestar clinicamente tais mutacdes
podem interferir com a expressdo dos genes do colageno tipo I, a formagfo da tripla hélice
e a secregdo do procolageno tipo I (LACHMAN er al, 1992). Os defeitos decorrentes sdo

traduzidos para a proteina de duas formas:

¢ Defeitos quantitatives: nos quais hd um decréscimo na producio do colageno tipo I,
resultando em uma rarefagdo da matriz Gssea e diminuicio na mineraliza¢fo. Resultam
geralmente de mutagBes nomsense em heterozigose no gene COLIA/, as quais
provocam o surgimento de codons de terminag3o prematuros e como conseqiiéncia, o
surgimento de alelos nulos provocando o que se chama de insuficiéncia haploide
(WILLING ef al., 1994). Embora apenas metade da quantidade normal de procolageno
tipo I seja sintetizada, sua estrutura ¢ normal. Este tipo de mutagdo ocorre na forma

mais leve da doenga, OI tipo I, como mostra a Figura 4A (LACHMAN ei af., 1992).

4+ Defeitos qualitativos: nos quais hi populacdes de colagenos estruturalmente normais e
anormais coexistindo (Figura 4B). O colageno anormal é incorporado a matriz 6ssea e
leva a uma grave paralisagio na mineraliza¢do. Esse tipo de alteracfio foi descrito em
85 a 90% dos individuos estudados, ocorrendo nos tipos IL, T e IV (LACHMAN ef al,,
1992). A maioria das mutagdes responsaveis por provocar estes tipos de OI ¢ resultado
de substituicbes de glicina por outro aminoacido. Estas geram um produto génico
anormal e sdo chamadas de dominante negativa. Por uma analise estequiométrica,
mutacdes no gene COL/AI sdo consideradas mais deletérias do que no gene COLJA2
(BYERS et al., 1991).
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Figura 4- Grupo A: Of tipo I -» alteracbes quantitativas;, mutacdes nos genes do coldgeno tipe 1 (preferencialmente
COLIAD que resultam na sintese insuficiente de moléculas de coldgeno; Grupo B: Ol tipos I, T & IV —
alteragdes qualitativas, mutagdes em COLIAI ou COLIA2 que provocam a formacdo de moléculas de

colégeno anormais incapazes de formar hélices. (X) indica presenca de mutagdo em heterozigose em um dos
genes do colageno; (*) indica producdo de molécula de procolageno mutante.
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A Tabela 3 faz uma correlagdo entre a classificacdo clinica e a molecular dos

tipos classicos de OI e também dos recentemente criados.

Tabela 3- Classificagio clinica e molecular da Osfeogenesis Imperfecta baseada em

PRIMORAC ef al. (2001).

Mecanismo molecular

Classificacio Classificacio clinica
molecular
Insuficiéncia )
hapléide Tipo I (forma leve de OI)
Dominante negativa Tipo II {pertnatal letal)

Dominante negativa  Tipo III (deformidade progressiva)

Donunante negativa  Tipo IV (deformidade moderada)

Alelo ndo funcional do gene COL1Al,
freqiientemente devido ao surgimento
de um codon de terminacio prematuro.
Substituigdes de glicina
preferencialmente  localizadas no
dominic C-terminal da hélice de
ambas as cadeias de colageno.
Substituigles de glicina
preferencialmente localizadas no meio
do dominio da tripla hélice de ambas
as cadeias de colageno.

Substituicdes de glicina
preferencialmente localizadas no meio
do dominio da tripla hélice da cadeia

a2 do colageno tipo 1.
9 Tipo V (deformidade moderada) Auséneia de mutacdes pos genes que
' codificam o colageno tipo L.
N Tipo VI (deformidade moderada a  Auséneia de mutacbes nos genes que
) grave) codificam o colageno tipo L
9 Tipo VII (deformidade moderada a Auséncia de mutagdes nos genes que
] grave) codificam o colageno fipo L.

Até o momento, mais de 250 mutagdes ja foram descritas nos genes COLIA] e

COL1A2 em pacientes com Osteogenesis Imperfecta. A maioria das mutacbes € de ponto e

envolve a substituicdo de uma glicina (GGN} por outre aminoacido, sendo mais comum a

alteracio para o aminoacido serina (AGN) (Figura 5). Mutagdes em sitios de splicing

também sdo freqiientes, seguidas de delegdes, inser¢des ¢ duplicacbes, porém em menor

quantidade. Uma lista completa e atualizada das mutagbes nos genes do colageno tipo I que

causam OI pode ser consultada no Human IType I and Type III Collagen Mutations

Database no enderego eletrdnico ihiin//www e acuk/genetics/collagen (DALGLEISH,

1997).
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Figura 5- Localizagfio de algumas substituigGes de glicina no dominio da tripla hélice para os amincécidos mais comuns,
indicados na parte de baixo, nos genes COLIAI {metade superior da figura) e COLIAZ? (metade inferior da
figura) e sua relagfo com o fendtipo de OI, indicado do lado esquerdo da figura de acordo com o
alinhamento das barras.

A gravidade do fendtipo tende a aumentar quanto mais proxima a mutagio
estiver da porgdo C-terminal da tripla hélice, uma vez que mutagBes nessa regido podem
interferir diretamente na reunifio das cadeias ou na velocidade de formagdo da molécula de
colageno. Apos a agregacdo na proporgdo de duas para uma, as cadeias dobram-se em tripla
hélice a partir desta regifio, em dire¢fio 4 regifio amino-terminal. A tripla hélice requer
sempre uma glicina na terceira posigio do tripeptideo bésico para dobrar-se corretamente.
Embora a modificacdo pelas enzimas hidroxilantes seja iniciada durante o alongamento da
cadeia, ela para somente com a formagdo de uma tripla hélice estavel. MutagBes que
interfiram na velocidade de formagio da tripla hélice podem, portanto, causar
modificagdes pos-traducionais além do normal, alterando a estabilidade termodindmica da

estrutura molecular. A formagfio das fibrilas depende da uniformidade das subunidades,
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dessa forma moléculas anormais tém efeitos altamente deletérios na estrutura da tripla
hélice (BYERS, 1997a).

As probabilidades de se encontrarem mutagSes fora do dominio da tripla hélice
da molécula de colageno tipo I sdo poucas. Até 0 momento nio foram detectadas alteraces
no dominio N-terminal e se existem devem produzir um fendtipo imperceptivel. Algumas
mutagdes foram identificadas na regidio codificante do dominio C-terminal. Parte delas
mutagOes resultam em codons de terminacfio prematuros, deixando o mRNA instavel, ou se
este ¢ estavel, a cadeia peptidica nfo o €, sendo rapidamente degradada ou impossibilitada
de formar trimeros (BATEMAN ef al., 1989; WILLING ef al., 1990; WILLING ef al.,
1996). Nesses casos o fenotipo reflete a quantidade de moléculas de coligeno que

conseguem se associar normalmente (PACE ef al., 2002).

Outras mutagdes no C-propeptideo podem afetar a uniio das moléculas de
procoligeno, sua estrutura e secrecio (CHESSLER ef al., 1993; OLIVER ef al., 1996;
PACE et al., 2001; PACE ef al., 2002). Em geral, a montagem da tripla hélice acontece de
forma mais lenta, sua secre¢do ¢ diminuida, e a quantidade total de procolageno é reduzida
(PACE et al, 2002).

A heterogeneidade clinica observada em pacientes com OI depende da natureza
e posigio das mutagBes. Jao foram descritos casos nos quais a mesma mutagio em
individuos de familias diferentes resultou em fenotipos distintos. Tal fato demonstra que o
background genético e outros fatores desempenham um papel importante na construgio
fenotipica desses pacientes (ZHUANG ef al., 1996).

E comum observarmos também variagdes fenotipicas marcantes entre membros
da mesma familia afetados com OI, o que pode ser explicado pela presenca de mosaicismo
somatico (PEREIRA ef al., 1994; COHEN-SOLAL e al., 1996). Os casos de mosaicismo
sdo relativamente freqiientes nas formas letais do tipo 1. Entretanto, tem sido considerado
também nas formas ndo letais, tipos IIT e IV, o que explicaria a variagio fenotipica

observada dentro de uma mesma familia (LUND ef al., 1999).
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Alteragdes nos genes que codificam o colageno tipo I também foram
encontradas em outras sindromes como a de Ehlers-Danlos (EDS) e a sindrome de Marfan.
Mutagdes estruturais que afetam o sitio de clivagem da N-proteinase na molécula de
procolageno tipo I foram identificadas em variantes raras da sindrome de Ehlers-Danlos,
EDS VII A e B. (JOMIM 130060]; BYERS e7 /., 1997b; NICHOLLS er al, 2000), assim
como uma mutagdo de arginina para cisteina na posicio X do tripeptidec GlyXY da cadeia
al(l) foi identificada em dois pacientes de familias diferentes, portadores dos tipos
classicos de EDS I e II ([OMIM 130000 ¢ OMIM 130010] NUYTINCK ez al., 2000).
Esta sindrome compreende um grupo heterogéneo de sintomas que afetam a pele, os
ligamentos, as juntas e os vasos sanguineos. A classificagdo mais recente reconhece
seis subtipos, a maioria estad ligada a defeitos genéticos que afetam um dos colagenos
fibrilares (BEIGHTON ef al, 1998). J4 foram identificadas mutagdes no colageno tipo III
em EDS IV [OMIM 130050] ¢ no colageno tipo V nos tipos classicos de
EDS (KUIVANIEMI ef af, 1997; NICHOLLS et al, 1996; WENSTRUP et al, 1996;
MICHALICKOVA ef al, 1998; RICHARDS, ef al., 1998).

Ja na sindrome de Marfan, uma tnica substituicio de um aminoacido altamente
conservado no dominio da tripla hélice da molécula de colageno proa2(l) foi encontrada
num individuo que apresentava sintomas cardiovasculares e alteragdes no esqueleto
caracteristicas da sindrome. Esta mutagio de ponto resultou da troca de uma arginina por
uma glutamina na posi¢do Y da repeticdo GlyXY no gene COLIA2 (PHILLIPS ef al.,
1990).

7- Tratamento

Embora complexa e pouco fregliente, mas longe da extrema raridade que se lhe
atribui, a Ol, se devidamente diagnosticada e tratada, permite que o portador tenha uma
qualidade de vida muito melhor e produtiva. Até recentemente, o tratamento de pacientes
com Ol estava concentrado no manejo das fraturas, em cirurgias para corre¢io das
deformidades € em programas de reabilitagio. Todas as outras terapias médicas

direcionadas ao alivio da dor, como por exemplo, a vitamina D, o fluoreto de sddio
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(aumenta a formago Ossea), o Ooxido de magnésio, a calcitonina (inibe a reabsorcio dssea),
esterOides anabolizantes e o hormdnio de crescimento, nio foram efetivos (ASSIS ef al,
2002).

Na abordagem terapéutica ortopédica para a OI existem trés possiveis 4reas de
atuacdo. A primeira destina-se as medidas de prevengfo para a redugio do nimero de
fraturas, a segunda restringe-se ao tratamento das fraturas e a terceira a correiio cirtirgica
das deformidades (ASSIS er al, 2002).

Atualmente, o tratamento ciclico intravenoso com pamidronato
(3-amino-1-hidroxipropilideno-1,1-bisfosfonato) mostrou-se  efetivo em  pacientes
portadores das formas deformantes de Ol. O pamidronato € um bisfosfonato de segunda
geragdo, que possui uma estrutura quimica analoga ao pirofosfato, sendo este o tnico
mibidor natural da reabsor¢io Ossea no organismo. O conhecimento atual sobre
bisfosfonatos sugere que eles diminuem a vida dos osteoclastos (responsaveis pela
reabsorgdc dssea) e prolongam a vida dos osteoblastos (responsaveis pela formacgio 6ssea),
inclinando a balanca na direcio da produgio de o0sso. Esses compostos devem ser
administrados juntamente com calcio, vitamina D e a pratica de exercicios fisicos e ja sio
amplamente usados no tratamento de adultos com perda de massa dssea e aumento da
fragilidade dos ossos. A experiéncia de utilizagio dessas drogas em criangas é crescente,

porém ainda em fase de testes (PLOTKIN et al., 2000).

Na analise dos primeiros 30 pacientes maiores de trés anos de idade que
receberam o tratamento com pamidronato em Montreal, no Canad4, a densidade mineral
Ossea e a atividade fisica aumentaram significativamente, assim como o grau de fraturas
diminuiu. Todos os pacientes tratados referiram substancial alivio da dor e aumento da sua
capacidade fisica (GL.ORIEUX er al., 1998; GLORIEUX, 2000).

Diante desses resultados, criangas com menos de trés anos de idade também
passaram a ser tratadas. Nesse grupo etario, os resultados foram ainda mais estimulantes
que nas criangas maiores. Nove criancas com Ol grave receberam tratamento
medicamentoso. No grupo tratado, a densidade mineral 6ssea aumentou entre 65% e 227%,

enquanto no grupo controle ndo foram observadas alteragdes significativas. Em todos os
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pacientes menores de trés anos que foram tratados notou-se aceleracio do crescimento

(PLOTKIN ef al., 2000).

O desaparecimento das dores Osseas e a diminui¢io do nimero de fraturas
contribuiram para que os pacientes tivessem maior mobilidade e melhor qualidade de vida.
Sabe-se que esse aumento da atividade fisica é fator essencial para o desenvolvimento

esquelético e, provavelmente, tem ac3o sinérgica com o tratamento medicamentoso
(ASSIS et al., 2002).

Os bisfosfonatos nio representam a cura para a Ol, ja que o defeito genético
basico permanece presente. As possibilidades de se corrigir o mecanismo genético tém sido
avaliadas em ratos e em humanos. A possivel utilizagfo da terapia génica como estratégia
no tratamento de OI surgiu a partir da analise de individuos que possuiam mosaicismo
somatico para uma mutagdo que provocava OL, porém nio tinham evidéncias da doenga nos
ossos. Esses estudos sugeriram que o efeito deletério de células com Ol podem ser
neutralizados pela presenga de células normais. Portanto, se fosse possivel a introducio de
células normais em individuos portadores de OI, a gravidade da doenga poderia ser
reduzida. Para que esse objetivo seja atingido, varias estratégias de corregio do defeito
primario no colageno tipo I, presente na célula Gssea enddgena que apresenta OI, e sua

remtrodu¢io no hospedeiro afetado, tém sido testadas. (PRIMORAC ef ai., 2001).

Recentemente, CHAMBERLAIN et al. (2004) demonstraram que é possivel,
pelo usc de células totipotentes adultas, obtidas de restos cirtrgicos de portadores de
formas graves de Ol corrigir o defeito nos genes do colageno tipo 1. Células mesénquimais
(MSCs) sdo células totipotentes adultas encontradas na medula 6ssea que podem ser
isoladas 4 medida que proliferam e migram para fora do fragmento de osso colocado em
cultura. Estas células oferecem o potencial de tratar varias doengas pela combinacio de sua
manipulagdo genética ex vivo com fransplante autdlogo. Nesse trabalho foi utilizado um
vetor adenoviral associado para nocautear o gene COLIAJ mutante presente nas MSCs de
individuos com OI, o que foi alcangado com sucesso. Um proximo passo sera transplantar

as c€lulas normais de volta para o paciente (CHAMBERLAIN ef ai., 2004),
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Uma outra op¢io de tratamento ¢ o transplante medular de células
mesénquimais com precursores de osteoblastos normais, contudo essa alternativa ainda
deve ser considerada experimental. O esqueleto ¢ o protetor da medula Ossea, que contém
precursores hematopoiéticos e células do estroma mesénquimal multipotenciais capazes de
formar osteoblastos. Células totipotentes hematopoiéticas funcionam bem apds um
transplante medular, porém existem controvérsias quanto ao funcionamento dessas células
em humanos (SMITH, 2001).

Nos dltimos anos, o conceito de Ol tem mudado significativamente.
A enfermidade deixou de ser considerada somente como uma alteragdo nos genes que
produzem o colageno, que clinicamente se classifica em quatro tipos, para a qual nio ha
tratamento médico, e passa a ser compreendida como um fascinante conjunto de alterages
genéticas, passivel de ser classificado em pelo menos oito formas diferentes, e com
perspectivas alentadoras em relagio a terapéutica. Os Gltimos avangos na investigagio
dessa enfermidade devem ser conhecidos por pediatras e ortopedistas, uma vez que hoje em
dia existe a possibilidade de melhorar a qualidade de vida dos portadores dessa doenca.
Além disso, a OI ¢ freqiiente diagnostico diferencial nos casos de suspeita de maus tratos
nas criangas. Portanto, o pediatra e outros profissionais que trabalham com criancas devem

estar preparados para reconhecer as caracteristicas dessa enfermidade (ASSIS ef a/., 2002).

Nunca foi realizado nenhum estudo brasileiro sobre a frequéncia e a prevaléncia
de mutagdes em individuos portadores de Ol Dessa forma, o presente trabalho teve com
objetivo a identificagdo de mutagbes no gene COLIA! em pacientes de OI dos tipos I a IV,
como também propor uma nova estratégia de rastreamento desses genes, para otimizac¢io

dos métodos moleculares utilizados no diagnostico desses individuos.
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Identificar mutagdes no gene COLIAT responsavel pela Osteogenesis Imperfecia.

Desenvolver um método de rastreamento de mutacdes mais rapido e simples para o

diagnostico de individuos portadores de Usteogenesis Imperfecta.

Comparar os metodos usuais de rastreamento de mutagdes com o método

desenvolvido no presente trabalho.
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1- Casuistica

O gene COLIA] foi analisado em 13 individuos com OI, provenientes de
13 familias, diagnosticados e classificados de acordo com os critérios de SILLENCE ef al.
(1979). Quatro individuos foram selecionados no Ambulatério de Erros Inatos do
Metabolismo (EIM) do Hospital de Clinicas/Unicamp e outros quatro do Ambulatorio de
Genética Perinatal do CAISM/Unicamp, sendo um deles natimorto. Outros cinco pacientes
foram avaliados em servigos particulares ou encaminhados por outros pesquisadores de
outros estados. Anexa se encontra uma copia da aprovagio da Comissio Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) para o desenvolvimento deste projeto e uma cédpia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. As amostras de sangue foram coletadas apos

consentimento do paciente ou de seu responsavel.

A Tabela 4 apresenta a relagio de todos os pacientes estudados e de seus
familiares, assim como sua procedéncia e o tipo de OI que cada um apresenta. Dentre os
13 casos estudados, 8 eram isolados e 5 eram familiais (familias 3, 6, 7, 9 e 11). Néo foi

possivel obter dados importantes como idade dos pacientes e dos pais.
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Tabela 4- Relagio dos individuos estudados neste trabatho.

Familias Individuos* Quadro clinico Procedéncia
1C IHoulV
N
1 P ormal HC — Unicamp
M Normal
1 Normal
4C** v
2 HC — Uni
M Normal Unicamp
I
3 c HC — Unicamp
M Afetada
28C** i
P Normal
4 itiba — PR
M Normal Curitiba
1 Normal
) 33C** [ H CAISM - Unicamp
37C 1 Turve — SC
6 F |
¥ ; Cricioma - SC
7 43C** I HC ~ Unicamp
8 48C I S3o José da Boa Vista — PR
52C MoulV
M Bai t
9 aixa estatura Instituto da Crianca — USP
P Normal
T Afetada
10 68C I Hospital Albert Einstein — SP
T0C v
1 v .
11 M Normal CAISM - Unicamp
Normal
TACH* v
12 M Normal CAISM — Unicamp
P Normal
13 TIC** HA CAISM - Unicamp

*O mimero indicado antes dos individuos significa o ndmero de entrada no Laboratorio de Genética Humana;
C-caso indice; P-pai; M-mie; I-irmdo(d); F-fitho(a). T-tia materna; Em negrito estdo os casos familiais e (¥*)

indica os pacientes em que foram encontradas mutagbes no gene COLIA]L.
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2- Métodos
2.1- Extra¢do de DNA gendmico de sangue periférico

A extracio de DNA gendmico foi feita a partir de leucocitos obtidos em
10 a 15 ml de sangue periférico coletado em tubos Facutainer contendo EDTA 10%, de
acordo com o protocolo adaptado no laboratério de Genética Humana/CBMEG baseado no

método descrito por WOODHEAD et al., (1986).

Ao sangue coletado, adicionou-se 35 ml de solugio A (Triton-X 100 a
1%; MgClz 5 mM; Sacarose 0,32 M; Tris-HC! 10 mM pH 8,0). Apés homogeneizagio, a
mistura foi colocada em gelo por 30 minutos para que ocorresse a lise das hemacias.
Em seguida, centrifugou-se a 2500 rpm por 10 min a 5°C e retirou-se o sobrenadante.
Ressuspendeu-se o pellet (aglomerado de células e restos celulares formado com o processo
de centrifugagio) novamente em 20 ml de solugdo A, agitando-se por inversdo até o pelles
se desprender do fundo do tubo, centrifugou-se novamente por 15 minutos a 2500 rpm em
temperatura ambiente, desprezando o sobrenadante. Esta etapa foi repetida varias vezes ate

que o pellet estivesse livre de hemacias.

Continuando o procedimento, o pellet foi ressuspendido em 1 ml de solugdo B,
72X concentrada (Na;EDTA 20 mM; NaCl 20 mM; Tris-HCI 20 mM pH 8,0) ¢ adicionou-se
250 ul de solugdo C preparada na hora (para 1 ml de solugdo C: 0,5 ml de solugdo B,
1 mg de Proteinase K - Boerhinger Mannheim GmbH, Mannheim, Germany,
0,5 ml de SDS 10%). Incubou-se em banho-maria a 37 C durante a noite. Apds o periodo
de incubagio, procedeu-se o isolamento do DNA gendmico com fenol/cloroférmio. O fenol
permite a remogdo de peptideos e proteinas de solugdes aquosas. Acrescentou-se as
amostras a mesma propor¢do {volume:volume) de fenol saturado com tampéo
Tris-HC! 10 mM pH 8,0, homogeneizou-se por inversdo lenta dos tubos por 5 minutos e
centrifugou-se a 2500 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida,
coletou-se ¢ sobrenadante em um novo tubo, descartando—se a fase fenolica. A proxima
etapa de extragio foi feita com fenol/clorofdrmio/alcool isoamilico na proporgio de
25:24:1. A fase aquosa coletada acrescentou-se igual volume de cloroformio/alcool
isoamilico na proporgio 24:1. Novamente os tubos foram centrifugados a 2.500 rpm por

10 minutos em temperatura ambiente ¢ separou-se a fase aquosa.
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O DNA foi precipitado na fase aquosa adicionando-se 0,1 volume de acetato de
sodio 3 M, pH 5,5 e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado. O precipitado de DNA foi
obtido apds inversdo lenta dos tubos. Com o auxilio de um bastdo o DNA foi coletado e em
seguida lavado com etanol 70% para retirada do excesso de sal. Dependendo do volume de
DNA precipitado ressuspende-se em 200 a 500 pl de TE 1X (TE 10X Tris-HCl 10 mM
pH 8.0 e EDTA 1 mM pH 8,0). Os tubos foram mantidos & temperatura ambiente durante a

noite para que o DNA se dissolvesse apropriadamente.

A concentracio final de DNA foi estimada por leitura de absor¢do optica a
260 nm em espectrofotdmetro e sua integridade foi verificada em gel de agarose 0,8% apos
eletroforese em tampdo Tns-Borato-EDTA, ou TBE 1X, (TBE 10X é composto de
Tris Base a 0,089 M, Acido Bérico a 0,089 M e EDTA a 0,002 M e em pH 8,0). O gel foi
corado com brometo de etideo (na concentragdo final 0,5 ug/ml), a partir de uma solugio

estoque a 10 mg/ml e visualizado sob luz ultravioleta.

2.2- Analise do gene COLIAT
2.2.1- Amplificagio do gene COLIAI por PCR

Os exons 6 a 52 do gene COLIAI e suas jungdes exon/intron foram
amplificados pela técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando os primers
cujas seqiiéncias foram descritas por KORKKO ef al., (1998} e estdo listadas na Tabela 5.
O produto da PCR desses exons foi utilizado para seqlienciamento automético com o
objetivo de encontrar mutagdes. O ciclo utilizado é mostrado na Figura 6. A reagdo de

amplificacdo se deu nas seguintes condigdes:

+ 500 ng de DNA gendmico

+ 5 ul de tampéo de PCR 10X (Trs-HC1 200 mM pHS8,4; KCl 500 mM)
¢ 1,5 pl de MgCl, 50 mM

¢ 1wl dedNTPs 0,2 mM
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¢ 0,1 ug de cada primer (direto e inverso)
& 0,25 ul de enzima 7aq polimerase 5 U/ul

¢ Volume final da reacdo de 50 pl.

—-—-—-—-—} 35 ciclos }——-—-

95°C ' 95°C

=\

Figura 6- Ciclo utilizado na amplificacio dos exons 6 & 52 do gene COLIAL

72°C

4°C
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Tabela 3- Seqiiéncias dos primers utilizados para amplificagio do gene COLIAJ.

Tamanho dos fragmentos

Exons Seqiiéncia dos primers amplificados (pb)

OI6F CACACCAggAAgTeCATeATeTCAg

6 OI6R  CTCCCAAGCTeTeTATACCAZCCaC

261

OI7F  ATACgCggClegTATACACAg

7 OITR  TCTCTeAsCATCTCTCCTeCCCTCA

300

3 OI8F  TgoAgggAAgACTeegATgAg 247
OI8§R  AAgACCCCAgeCCTegsAgTTCTTCT
9 OI SF CCCCTeeTgAgCCTegCeAg 347

OI9R  CTeAgTATCeTTCCCAAAT:T:

OI IOF  CTgegCCCCCAAACCTeACCTeC

10" Ol10R  GeCCATTASsAACACATCACTg

262

OI 1IF  CTgAACCTeegCTTCACTeCAC

I OI1IR GATETCCACTCTCTeeCCCTTe

292

12 Ol 12ZF  CAAAggeATeeCocTeATeAC
Ol 12R  CTgTAgATCAgAgAATAATgAg

;3  OII3F GTAAgAgeCTgTCTgAACATC
Ol I3R  GTCAgATeAgATeoeAsACALC

12 OII4F  GgTgAgTeTgCCCAGTTCCAg
Ol 14R _ CgTTAAgTCCACTzAgCACTe

- OI I35F GATCCCTgAgCTCTeeAAgeegCTC
Ol 15R GAgATgeCAgCTeCAAsTCAC

16 Ol I5F  GATCCCTgAgCTCTeeAAggeeCTC
OJ 16R  TTTgeesAACAgeeAcACATeAACC

OI17F  CTgATCATTgCTCTCCTgTCCCTST <

7 OI17R  ACCAGGCTsTCCATCAZCAC 3

OI 18F TAAgTeTCCCCgACTCATSIC

8 OlI8R  AgCCAersCoToAeCCTAsrAg

OI 19F  AAgTATCCTgCCAgeCTTCAg

1  OI19R GAAgAgzAToASCTeARASTC

20 OI20F CAAggeTAACAgCeTgAgTAC
OI20R ~ TgAgoCTeeeCCTCCAgTeTC

5  OI2IF  GCTCTgAgeCTesCACAggATg 202
OI2iR  GgAAACCACgeCTACCAggTC

2 OI22F CCggACCCCCTgeCgAgCeTe

OI22R CACAgeAACAeTTAegeTCTC 278

OI23F CCCAAgeTAACCTCTCCTTgC

23 OI23R  GATCCAgAACeCCTCATCCCAZAC 304

24 OI 24F GTCTgegATgAgeCgTTCTegeATC

OI24R  GTCCgegeCoACCATCTTZAC 283

O125F GCCCTegCAgCCCTeeTCCTe

OI25R  TAggsAseCTeAeeTCCAzAAALTE 368

OI26F AggaCCCAgCAAgAAgCACCTeC

26 OI26R  GCTeAssACCeTeoCCTCTASC

309

OI27F  CCTgCAgeAgeeeTeCTAgAg

T o CACAgAgAsAACACTACASTCAC

239
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Tabela 5- Seqiiéncias dos primers utilizados para amplificagdo do gene COLIAI

(Continuacio).

Tamanho dos fragmentos

Exons Seqiiéncia dos primers amplificados (pb)

58 Ol 28F CTgCTgTgAgTeTCCCIgATe 247
OI 28R GgAgesAAgeTTTAgAATCTe

5 OI29F GgTgApggCCTCATggCTeTC -
3
OI29R TgeCTeTCTgATTAgCTAggAgeCog

30 OI30F GggTTCCTCTCTAATCACeeCCAgAC 246
OI30R  AgAAgooAAeocACAggeCATeTeAAg

" OI31F CCICTggAgCAAgASTAASTAg T8
OI31R  ACCCCACACCCTATCTCCATg

OI32F TITCICAAggCTTgTCeTTegCCT Tg

32 291
OI32R  GATTCAAAgCAgeCAgAgATeggAeC

Ol 33F CCTCTCAsgAAACCCASACACAASCA
33/34 S 8 318

OI34R  GTTCCCAggTTsACAZCTCAg

;s  OISF  GTCCTgCCAAACTgAgCTETC 7
>
OI35R  ATTgeAgAgATeCeTCTeACAgeAge

i  OI36F CCCTgTCTgTgCCTTCACCCCTTeC 240
OI36R CTTCTCCCCTgAgeATeeCTeAC

OI37F TgCCTCCATTACTgCTCCTCC

37 276
OI37R  TeTAgeAgAgCACAACECATCAALC

38 OI38F TgAgTgeCTTggCCCTCTeTe 240
> OI38R  AgAgpsAeAACAgCCAACTCATCCg

.  OIF  GAgTATCACCCECCTCTCTgTTzAgC 750
OI39R  TCAgTCAgCCCCACCATCCTTCTe

Ol 40F GT CTeCCA T
40 g2peeCTeCCAgAAgeATs 137

OI40R  TgAggTgCCAgACAgCAgCACAe

“ OI41F AgTgCCAgCICAgATCTCIgCASCTC 00
OI41R GTCCgCTegAgTCATCTCTAC

., OI2F GAsAACAGATITeeTAgAgATEAC o
Ol42R CAgeggAACCTTCesCACCAg 7

;s  OI#F  CCCATgCCAGTACCCTCAgCATggC i
OI43R  GggAgAgCAgeegAATATegeTCAg
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" OI44F GCAACACTCCATgACCACAgC 300
Ol44R CCTgCCTgeeTgAAgTCCgAC

45 OI45F GgAgAgAgAsATCCAgCAgAgessA 246
0145 R GegACAAACTeTCAgeCogAASTTC

i O146F CATeCCTTCAgAACTCTACAg 207
OI46R  GgggAAAgAATgACTaTCCAg

47 O147F  GTTgCCCACACTgCCCTTeTC 249
Ol 47R  AACCCTTCTCCAgAgAgsCAAAgee

48 0148 F CCgTggegCCAgAgCCAgCASg 299
0148 R GCACAgAgAgocAAgAgAgTegegA

19 O149F  GCTgeTCCTeTTgTATeTAgC 475
0149R  CCAgCACCATATggTAgogeCACAT
OI50F CCAgeeTCCCCATgCCCATATeTeC
OI50R  CATegTCCCTTCTgAgCACTgesCTA
OI 51F g ACCCTegACAgsAgeCCAgCAge
OISIR  gATgsAgAsAccocCACTATgeC
Ol 32F  gpaCATTTTegCCAggCCATAgTeCC

OI52R  ggeeoeoTTCATT T TToCTTCTg

2.2.2- Detec¢do de mutagdes por Seqiienciamento Automatico

Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados utilizando-se o
Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (PROMEGA, Madison, WI, USA) de
acordo com o protocolo do fabricante. Apds a purificagio as amostras foram quantificadas
em gel de agarose 2% usando-se o marcador de peso molecular Low Mass DNA Ladder
(INVITROGEN, CARLSBAD, CA, USA) para posterior seqitienciamento. Estas deveriam
conter de 40 a 80 ng/pl de DNA

As reagdes de sequienciamento dos exons 6 a 52 do gene COLIAI foram fertas
de acordo com SANGER ef al. (1977). O seqglenciamento dos fragmentos foi feito no
seqienciador automatico ABI PRISM™ 377 (PERKIN ELMER) utilizando-se o
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit V3.1 Ready Reaction (ABI PRISM/APPLIED
BIOSYSTEMS, Foster City, CA, USA). A Figura 7 mostra o ciclo utilizado para as reagdes

que foram feitas da seguinte maneira:
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¢ 40-80 ng de DNA
¢ 2yl do mix BigDye contendo os ddNTPs marcados com fluorescéncia
¢ 1 ul do primer direto ou reverso (5 pmol/ul)

¢ Completar com H,O deionizada para 10 ul.

“'—'—"""[ 30 ciclos !———-—-

96°C 96°C

57°C

4°C

Figura 7- Ciclo utilizado para reacio de seqiienciamento automatico dos exons 6 a 52 do genc COLIAL.

As reacdes de seqgiienciamento foram purificadas e liofilizadas de acordo com

as seguintes etapas:
= Adicionou-se 80 pl de Isopropanol a 75% e incubou-se por 15 minutos no escuro

= Centrifugou-se por 30 minutos a 13.000 rpm, descartando o0 sobrenadante

vagarosamente em papel absorvente

= Adicionou-se 150 ul de etanol a 70% e centrifugou-se por 10 minutos descartando o

sobrenadante e deixando o etanol escorrer e evaporar por completo.
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As reagBes foram entio mantidas a -20 °C até o momento da aplicagdio no
gel de sequenciamento. O gel de acrilamida foi feito como descrito a seguir, ¢

posteriormente filtrado com filtro 0,22 pm (MILLIPORE, Bedford, MA, USA) e estocado

em temperatura ambiente.
Gel de acrilamida 4,5%:
+ 36 gdeuréia
¢ 1 g de resina (Mixed Bed Resin — SIGMA ALDRICH CHEMIE, St. LOUIS, MO, USA)
¢ 10 ml de solugdo de acrilamida/bis (19:1)
+ 10 ml de TBE 10X filtrado com filtro 0,45 um (MILLIPORE)
¢ Completar o volume com H;O para 100 ml.

Para a polimerizagio de 30 ml de gel foram adicionados 195 pl de persulfato de
aménic (PHARMACIA BIOTECH AB, Upsala, Sweden) 10% e 19,5 ul de
TEMED (PHARMACIA BIOTECH). A solugdo foi vertida em um aparato montado entre
duas placas de vidro. As placas foram previamente lavadas com detergente especial
Alconox (ABI PRISM/APPLIED BIOSYSTEMS). Antes da aplicagio das amostras no gel

realizou-se uma pré-corrida em tamp3o TBE 1X para aquecimento prévio das placas.

Antes da corrida o pellet foi ressuspendido em 3 pl de tampéo formamida/Blue
Dextran (ABI PRISM/APPLIED BIOSYSTEMS) na propor¢do de 5:2, desnaturado por
2 minutos a 96°C e 1 ul de reagdo foi aplicado no gel de segiienciamento. O tempo ¢ as

condigdes de corrida foram estipulados de acordo com o tamanho de cada fragmento

seqiienciado, variando em torno de 4 a 7 horas de corrida.

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas e comparadas com a seqiiéncia normal
do DNA gendmico e do ¢DNA do gene COLIAI (GenBank acession number AF017178 ¢
774615, respectivamente) com o auxilio dos programas de analise Chromas (Technelysium

Pty. Ltd.; Helensvale, Australia) e Gene Runner.
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2.2.3- Confirmacio das mutacdes

Para confirmar a delegio em beterozigose encontrada no exon 28 do paciente
28 e determinar sua posi¢do com precisdo, foi feita a clonagem do produto da PCR no vetor
pGEM, desse modo cada alelo foi analisado separadamente por seqiienciamento manual.
O Kit pGEM-T Easy Vector System (PROMEGA), permite a clonagem direta de produtos
da PCR sem a necessidade de digestdo e purificagfio. A ligagio utilizando o pGEM, foi

feita a 4°C durante a noite da seguinte maneira:
¢ 5 ul de tampio 2x Rapid Ligation

¢ 1 ul da enzima T4 DNA ligase (3 U//ul)

+ 0,5 ul do vetor pGEM (50 ng/ul)

4 3,5 pl de produto da PCR

Apés a reagdo de ligacio, o plasmidio contendo o inserto foi introduzido em
células competentes DH5a descritas por HANAHAN (1983). A preparagdo de células
competentes para transformaggo foi feita a partir da técnica descrita por NISHIMURA et al.
(1991). O processo de transformagdo das células competentes consistiu basicamente de

choque térmico, como ¢ descrito a seguir:

1-Adicionou-se 5 pl de ligagdo a 100 ul de células competentes DHS5a
2- Incubou-se em gelo por 30 — 60 min

3- Colocou-se em banho a 42°C por 1 min

4- Colocou-se imediatamente em gelo por 2 min

5- Acrescentou-se 950 ul de meio LB liquido

6- Incubou-se a 37°C por 1hora sob agitagio

7- 200 a 300 ul das células transformadas foram espalhadas em placas contendo 20 ml de
meio LB agar e ampicilina (25 mg/ml) para selecdo. Foram espalhados nas
placas 14 ul de Xgal (50 mg/ml) e 50 ul de 4dgua destilada antes de serem

semeadas as células transformadas.
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As coldnias recombinantes (brancas) foram selecionadas pelo Xgal (anélogo da
lactose), e as bactérias recombinantes foram colocadas para crescer em agitador com
5 ml de meio LB liquido e 10 ul de ampicilina (25 mg/ml) durante 12 horas a 37°C.

As que cresceram tiveram seus plasmidios extraidos e purificados por mini-preparacio
utlizando o kit GFX MicroPlasmid Prep (PHARMACIA BIOTECH) de acordo com as

instrugdes do fabricante.

O segiienciamento manual do exon 28 do gene COLIA1 foi feito pelo método
de terminagio de cadeias (SANGER er al., 1977), utilizando o kit Thermo Sequenase
Radiolabeled terminator cycle sequencing (AMERSHAM LIFE SCIENCE, Cleveland, OH,
USA).

Foi utilizado 1 ul do produto da miniprep diluido em HzO 1:10, sendo 3 pl para
cada uma das reagdes (direta e reversa). Nesse caso foram utilizados os primers universais

do proprio plasmidio T7 (direto) e SP6 (reverso).
a) Reacio:
A mistura de reagdo para seqliienciamento foi a seguinte:
5 ul do produto da miniprep diluido 1:10
1 ul do primer (T7 ou SP6) ~ 2 pmoles
2 ul de reaction buffer 10X (260 mM Tris-HCI, pH 9,5; 65 mM MgCly)
2 ul enzima Thermo Sequenase (4 U/ul)
10 pl de H2O.

Foram distribuidos 4,5 pul dessa reagfo para cada um dos 4 tubos contendo a

mistura de terminagio que é composta de:
2 ul dGTP termination master mix (7,5 uM/ul dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

0,5 ul (0,3 uM/ul) de cada ddNTP marcado com a->P;
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ddGTP - 0.3 uM [0~ P] ddGTP (1500 Ci/mmol, 450pCi/ml), 11,25 uCi
ddATP - 0,3 uM [a->*P] ddATP (1500 Ci/mmol, 450 uCi/ml), 11,25 pCi
ddTTP - 0,3 uM [a->"P] ddTTP (1500 Ci/mmol, 450 uCi/ml), 11,25 uCi
ddCTP - 0,3 uM [a-**P] ddCTP (1500 Ci/mmol, 450 uCi/mi), 11,25 uCi

A reagdio de segiienciamento foi feita em 40 ciclos nas condigdes especificadas

na Figura 8.

30 cicios
94°C
1 min 2900
2min
50°C
2 min

Figura 8- Ciclo utilizado para reagdo de seqilenciamento manual A temperatura de anelamento ¢

correspondente acs primers do vetor pGEM (T7 e SP6).

Apbs os ciclos foram acrescentados 4 yl de stop solution (95% formamida,

20 mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol, 0,05% xileno cianol) para interromper a reagdo.
b) Preparo do gel de acrilamida:

O gel utilizado foi de poliacrilamida a 6%, composto por 10,5 ml de solugdo
estogue de acrilamida a 40% contendo: 3% de bisacrilamida, 7 ml de tampdo TBE 10X,
29,4 g de uréia e adgua destilada para um volume final de 70 ml. Para a polimerizagdo,
foram adicionados 500 ul de persulfato de amdnio 10% (PHARMACIA BIOTECH) e 50l
de TEMED (PHARMACIA BIOTECH). A solugdio foi vertida em um aparato montado
entre duas placas de vidro (com as dimensdes de 42 cm x 33,5 cm e 39,5 cm x 33,5 cm)
emparelhadas e tendo entre elas espagadores sem gradiente de espessura. As placas foram

previamente lavadas com detergente, acetona e etanol absoluto e somente a placa maior
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sofreu um tratamento com 3ml de REPEL-SILANE (PHARMACIA BIOTECH),
substancia repelente a base de silicone. Antes da aplicagdo das amostras no gel de
seqitenciamento, realizou-se uma pré-corrida em tampao TBE 1X para um aquecimento
prévio do gel.

As amostras foram previamente desnaturadas a 95°C por 5 minutos e 3 pul de
cada tubo foram aplicados no gel de segilenciamento e submetidos a uma corrida
eletroforética nas condigdes de 2000 V, 50 W e 50 mA. O tempo de corrida foi estipulado

de acordo com o tamanho de cada fragmento que estava sendo seqiienciado.

Decorrido o tempo necessario da corrida eletroforética, as placas foram
desmontadas. Da placa menor o gel foi transferido para um papel 3MM (papel de filtro) nas
mesmas dimensdes da placa. O papel de filtro é lancado sobre o gel na placa. A porosidade
deste papel e sua qualidade absorvente por capilaridade promovem a aderéncia do gel ao
papel. Em seguida o papel foi envolito em filme de PVC e foi secado por 1 hora 2 80°C a
vacuo. Apos a secagem do papel, este foi exposto a um filme sensivel (KODAK BIOMAX)

durante a noite 4 -70°C com intensificador.

Com o objetivo de confirmar se a substitui¢io de uma base C por G na posigio
1249, no exon 19 do paciente 43 se tratava de um polimorfismo ou de uma mutaco de
ponto, foram estudados 50 individuos normais através de analise de restricio. Esta alteragio
cria um sitio de restricio para a enzima Ban I (PROMEGA). O produto de amplificacio do
exon 19 apresenta 318 bp, na presenca da base C o fragmento ¢ digerido apresentando
bandas de 138 e 180 bp, entretanto, na presenga da base G mutante, o produto da PCR ¢
digerido em fragmentos de 9, 138 ¢ 171 pb. O resultado da anédlise de restrigdo foi
verificado em gel de agarose 1000 3% (INVITROGEN). A digestéo foi feita 4 37°C por

duas horas como descrito a seguir:
e 20 ulde PCR
e 1 uldaenzima BanI (20 U/ul)

e 1 ul tampio (50 mM de acetato de potassio, 20 mM de Tris-acetato, 10mM de acetato
de magnésio, 1 mM de DTT)

e 38 uldeH20
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2.2 4- Estudo do polimorfismo /VS8-36dell

A fim de investigar o possivel efeito da dele¢fio TVS8-36delT no mecanismo de

splicing do gene COLIA1, foi feita a extragiio de RNA dos fibroblastos da pele do paciente

70, de seu pai e de um controle normal.

O RNA foi extraido com o reagente Trizol (INVITROGEN) da seguinte

maneira;

As células foram descoladas da garrafa de cultura com o auxilio de uma espatula sem o

uso de tripsina e colocadas em um tubo de 2 mi;

Para cada 5.10° células/ml foram acrescentados 1 ml de Trizol. A mistura foi

homogeneizada e incubada por 5 min a temperatura ambiente (TA);

Em seguida foram acrescentados 0,2 ml de cloroformio por ml de Trizol. A mistura foi
vigorosamente homogeneizada e incubada de 2 a 3 min a TA, quando foi centrifugada a
13.000 rpm por 20 min de 2 a 8°C;

Apos a centrifugacio a fase aquosa foi separada do Trizol e colocada em outro tubo;

Sua precipitagio foi feita com 0,5 ml de isopropanol por ml de Trizol e incubada por

10 min a TA;

Em seguida foi feita oufra centrifugag@o a 13.000 rpm por 10 min de 2 a 8°C e
descartado o sobrenadante. O peller foi lavado com etanol 75%, no minimo 1 ml de

etanol por mi de Trizol;
Uma Gltima centrifugacdo foi feita a 12.000 rpm por 5 mina 2 a 8°C.

O pellet de RNA total foi deixado secando por inversdo do tubo a TA e posteriormente
dissolvido com H,O DEPC estéril. O RNA foi armazenado em freezer -70°C até sua

utilizacio.

A reagdo de sintese de cDNA total foi feita utilizando-se o kit ThermoScript

RT-PCR System (INVITROGEN). Foram sintetizados cDNAS a partir de primers oligo(dT)

seguindo o protocolo do fabricante. Na reagio foram colocados 4 1l de RNA total de cada

amostra que apresentou uma concentracdo variavel de 1 a 2 pg/ul. O cDNA total foi

armazenado no freezer a -20°C até sua utilizagdo.
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Posteriormente, estes cDNAs foram amplificados com o primers especificos
9F, Jocalizado no exon 8, e 17R localizado no exon 18, cujas seqii€ncias estdo descritas
Tabela 5. Estes primers foram escolhidos pois se localizavam em exons e juntos cobriam a
regifio de interesse, produzindo um fragmento de amplificaciio de 576 pb. O ciclo utilizado

foi 0 mesmo descrito na figura 6 e a rea¢do de amplificacdo se deu nas seguintes condicdes:

*

2 ul de cDNA total

¢ 5 pl de tampdo de PCR 10X (Tris-HCI 200 mM pH 8.4; KCI 500 mM)
¢ 1,5yl de MgCl; 50mM

¢ 1 puide dNTPs 0.2mM

¢ 0.1 pg de cada primer (direto e inverso)

+ 0,25 pl de enzima 7aq polimerase 5 U/ul

¢ Volume final da reagio de 50 pl.
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1- Alteracdes encontradas no gene COLIA!

Os exons 6 a 52 do gene COLIAI, que compreendem o dominio da tripla hélice
¢ o dominio C-terminal da molécula do colageno tipo I, foram segiienciados em
13 pacientes portadores de Ol. Foram identificadas 6 mutacGes associadas ao fenétipo,
sendo 4 novas e 2 ja descritas, além de polimorfismos em exons e introns, e outras
substituicdes. A Tabela 6 (paginas 67 e 68) mostra um resumo de todas as alteragSes
identificadas nos pacientes estudados e a Tabela 7 (pagina 69) descreve os dados clinicos e

radiologicos dos pacientes de OI em que foram encontradas mutagdes no gene COLIAL

As alteragdes encontradas na seqiéncia do gene COLIA] foram comparadas
com as sequéncias do DNA gendmico e cDNA depositadas no banco de dados GenBank

(hitp//www.ncbi.nim . nih sov/Genbank) sob o numero de acesso AF017178 e Z74615,

respectivamente. Assim como também foram comparadas com o seqienciamento do

mesmo fragmento em individuos normais.

Como o material usado para o rastreamento de alteragdes no gene COLIAI foi
o DNA gendmico, o possivel efeito das mutagBes na proteina foi baseado na seqiiéncia de
nucleotideos. Do mesmo modo, as dedugBes em relagio ao seu impacto no fenotipo de

pacientes com OI foram feitas com referéncia aos dados disponiveis na literatura.

A seqiiéncia de DNA foi numerada a partir da primeira base do codon de inicio
da traducdo, como determinado pelas regras internacionais de nomenclatura de mutagdes
em genes humanos (ANTONARAKIS, 1998). A numeracio da seqiiéncia de aminoacidos,
de acordo com as mesmas regras, deve comecar noprimeiro codon do peptideo sinal da
molécula de colageno tipo I. Dessa forma aprimeira glicina da tripla hélice seria o codon de
numero 179. Entretanto, praticamente todos 0s autores que publicaram suas mutagdes no
gene COLIAI, pelo menos até 2003 (BENUSIENE e KUCINSKAS, 2003; GALICKA,
2002; WARD et al., 2001) consideraram como aminoacido nmimero 1 a primeira glicina da
tripla hélice. Para evitar confusio com os dados ja publicados na literatura e facilitar sua
comparacdo com os achados deste trabalho, optou-se por manter a versdo mais utilizada na

literatura tanto na dissertagio da tese quanto no artigo.
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Tabela 6- Resumo de todas as alteracSes identificadas no gene COLIAI.

Famnilia Paciente Tipode Ol  Nucleotideo Aminoacido Exon/ Intron Referéncia
1 1(F) T"p‘}g} U 1yS12-14T>G Intron 12 Mirandola et al., 2000

Redford-Badwal et

c1243C-T p.R23TX Exon 19 al,1996; Willing ot
o) 4{F} Tipo I\ al. 1996
IVS40-+4T>A Este trabatho
¢.1548C>T P338P Exon23  Marnietal, 1993
IV821+27A>G Intron 21  Este trabalho
IV827-44C>T Intron 27  Este trabalho
IV828-20C>T Intton 28  Este trabalho
. IV829-42A>G Intron 29  Mirandola et ak., 2000
3 [ Tipo 1 IVS837-18G>C Intron 37 Ward et al., 2001
IVS44-32C>A intron 44  Este trabalho
IVS45+31C>T Intron 43  Este trabatho
IVS48+46T>A Intron 48  Este trabalho
IVS45+4T>A Intron 49  Estetrabalho
c.1885delG Frameshift G451 Exon28  Este trabalho
c.1548C<>T P338P FExon23  Marini et al 1993
4 28(F) Tipo1 IVS824+38T>C Intron 24 Este trabatho
IV827+60C>T Intron 27  Este trabalho
IVS49+4T>A Intron 49  Este trabalho
¢.2308G=>A p-G5928 Exon 33/34 Este trabalho
. ¢.1348C<T P338P Exon23  Marinietal, 1993
> BERN) Tl pygin41oG Intron12  Mirandola et al., 2000
IVSIS+ITG=A Intron 15 Estetrabalho
¢.1548C<>T P338P Exon23 Marimetal, 1993
6 7(F) Tipo 1 IVSI2-HT>G Intron 12 Mirandola et al., 2000
IVS24+58T>C Intron 24  Este trabatho
IVS49+4T>A Intron 49 Este trabalho
c.1249C>G p-P239A Exon 19  Este trabalho
c.1348C<T P338P Exon 23  Marini et al, 1993
7 43(M) Tipe 1 ¢.1803C<T P423p Fxon 26  Mirandolaetal, 2000
VS24+58T>C Intron 24  Este trabatho
IV849+4T>A intron 49  Este trabatho
¢.1348C<T P338P Exon23  Marini etal, 1993
¢.1803C>T P423P Exon26  Mirandola et al., 2000
. IVS29-42A>G Intron 29  Mirandola et al., 2000
8 43%(F) Tipoi
IVS37-18G>C Intron 37 Ward et al., 2001
1VS45+31C>T Intron 45  Este tmabalho
IVS49+4T>A Intron 49  Este trabalho

(M) mascuiine; (F) feminino; (RN) recém-nascido; em negrito estio as mutacdes encontradas assoctadas ao
fendtipo de OL
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Tabela 6- Resumo de todas as alteragdes identificadas no gene COLJA/ (continuagio).

Familia  Paciente  Tipo de O Nucleotideo Aminoacido Exon/ Intron Referéncia
¢.1548C<T P338P Exon23  Marinietal, 1893
g S2RN) TipoHlou IVS14-8C>G Intron 19 Ward et al_, 2001
v TVS48+46T>A Intron 48  Este trabalho
IVS49+4T>A Intron 49  Este trabalho
c.1548CT P338P Exon23  Marini et al., 1993
10 6%(Feto) Tipo T IVS24-31T>C Intron 24 Este trabalho
IVS48+10C>A Intron 48  Este trabalho
c.1348C>T P338P Exon23  Marini et al | 1993
¢.1821C<>T V429V Exon26  Estetrabalho
IVS8+18A>C Intron 8§  Este trabalho
IVS8+25T>C Intron 8  Este trabalhe
1" TORN) Tipo IV TV88-36delT Intron § }”:‘s.te trabatho
IVS812-14T>G Intron 12  Mirandola et al_, 2000
IVS21+27A>G Intron 21  Este trabalho
IV829-42A>G Intron 29  Mirandola et al., 2000
IVS38-18G>C Iniron 38 Este trabalho
IVS49+4T>A Intron 49  Este trabalho
c.1678G>A p-G3828 Exon25  Mackay et al. 1993
. c.1548CT P338P Exon23 Maimietal, 1993
12 HEN) - Tl o107 Intron 21 Este trabalho
IVS24-31T>C Infron 24  Este trabalho
.2480G>A p.G649D Exon37  Este trabalho
¢.1348C<>T P338p Exon 23  Marini etal, 1993
IVS8-36delT Intron 8  Este trabatho
IVSe-30A>G Intron ¢  Este trabaltho
13 TIOD Tipela  IVSI5S+52GA Intron 153 Este trabalho
IVSIS+77G>A Intron 13 Este trabalho
IVS19.8C>T Intron 19  Ward et al., 2001
IVS21-33C=T Intron 21  FEste trabalho
IV8224+30C>G Intron 22  Este trabalho

(M) masculino; (F) feminino: (RN) recém-nascido; (NM) natimorto; em negrito estio as mutagdes
enconiradas assoctadas ao fendtipo de OL
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2- Rastreamento do gene COL1A1 pela técnica de Segiienciamento Automitico
2.1- Alteragdes encontradas associadas ao fendtipo
Mutacdo p.R237X

O seglienciamento automético do gene COLIAI da paciente 4 revelou uma
mutaglio nonsense em heterozigose no exon 19, ji descrita na literatura por
REDFORD-BADWAL et al. (1996) e WILLING ef al. (1996). Esta mutaciio é constituida
pela substituigio de uma citosina por uma timina na posicio 1243 (c.1243C>T) que
promove a troca de uma arginina (CGA) por um cédon de terminagdo prematuro (TGA) na
posi¢iio 237, produzindo provavelmente uma proteina truncada. A mie da paciente foi
analisada e ndo apresentou a mesma mutagfo, ndo foi possivel obter amostra de sangue do
pai (Figura 9A e B).

GTGC TCfZTGGCTTCCCTGGTGCC@G AGGL CCCTCTGG AC OO CAGGGC

’\/ M«ﬂf\z

GT GO TCCTGGCTTCCCTGGTGCC@G.&GGCCCCTC?GG.izCCCCél;GGGC

Figura 9- Eletroferogramas da fita sense do exon 19 do gene CO/L 147 da mie do paciente 4 (A) e do paciente
4 (B). A seta aponta a mutagio de CGA—>TGA em heterozigose no paciente. A base C estd
representada pelo pico azul € a base T pelo pico vermetho, ambas representadas pela letra N em B,
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Frameshift G451

Foi detectada a delegiio em heterozigose de uma guanina na posi¢do 1885
(c.1885delG) no exon 28 da paciente 28. Esta delecio nova no cddon 451 (GGC) que
codifica uma glicina, leva a alteragiio na matriz de leitura de aminoacidos conhecida como
Jrameshift (Figura 10). O seqilenciamento do gene COLIAI dos pais da paciente e de sua
irm#, que sdo clinicamente normais, também foi relizado e nenhuma alteragio foi
encontrada. Tendo em vista que a reagio de seqiienciamento automéitico ficou muito
confusa e néio foi possivel determinar através da analise do eletroferograma a posigiio exata
da delecfio, este fragmento foi clonado em vetor pGEM, e os alelos foram analisados

separadamente por seqiienciamento manual (Figura 11).

A G 526 BT & &2 & C 4 & G

Figura 10- (A) Eletroferogramas da fita sense do exon 28 de um controle normal ¢ (B) do paciente 28,

demonstrando que a partir do ponto onde ocorre a deleciio de uma guanina em heterozigose a
reacio apresenta uma leitura confusa.
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Figura 11- Seqiienciamento mannal da fita sense do exon 28 do paciente 28: (A) antes da clonagem no vetor
pGEM. Pode-se observar que a partir do ponto mostrado pela seta surge uma confusio de bases
no gel; (B) apds a clonagem, o alelo normal com duas bases G e o alelo mutante (C) com
apenas uma base G, na mesma posicio, tendo o outro sido deletado.

Mutacio p.G5928S
A mutagio nova p.G5928 foi encontrada no paciente 33 e provoca a
substituicio de uma glicina (GGT) por uma serina (AGT) no codon 592 do exon 33/34.

A alteragdo foi encontrada em heterozigose na posigio nucleotidica 2308 do gene COLIA]
(Figura 12).

:TG;:".CﬁGGCﬁCCJ;TT@GTCCTCC?GGCéZCTGCT

Figura 12- Eletroferogramas da fita sense do exon 33/34: (A) controle normal; (B) paciente 33 mostrando a

mutacio de GGT—-AGT em heterozigose, na seta a base G normal estd representada pelo pico
preto ¢ a base A mutante pelo pico verde, ambas representadas pela letra N,
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Mutaciio p.P239A

O seqiienciamento do paciente 43 revelou uma outra mutagio de ponto nova, de

citosina para guanina, na posicio 1249 (c.1249C>G), que provoca a substituicdo em

heterozigose de uma prolina (CCC) por uma alanina (GCC) no cédon 239, no exon 19 do
gene COLIA! (Figura 13).

G 6 T §C ¢ ¢ 6 & 6 gCc@® c cT ¥ Te6e 6 &2 C C C C & @

Figura 13- Eletroferogramas da fita sense do exon 19: (A} controle normal; (B) paciente 33 mostrando a
mutagio de CCC—»GCC em heterozigose, na seta a base G mutante estd representada pelo pico
preto ¢ a base C normmal pelo pico verde, ambas representadas pela letra N.

Pela anélise de restrigio com a enzima Ban I (PROMEGA), foi confirmada a
presenca dessa mutacfo no paciente 43, como pode ser observado na Figura 14. Quando a
base C estd presente, existe somente um nico sitio de restrigio da enzima e o fragmento
amplificado de 318 pb, € digerido em dois de 138 e 180 bp. Quando a base G mutante esta

presente, o fragmento apresenta dois sitios para Ban 1, sendo digerido em trés fragmentos
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de 138, 171 e 9 pb (Figura 14A). Desse modo foi possivel também detectar se essa
alteraglio se tratava ou ndo de polimorfismo. A digestdo do produto de PCR do exon

19 em 50 controles normais ndo revelou essa alteragdo (Figura 14B).

M P43 C1 C2 C3 C4 (B

Banl Banl
138pb ggpii 171ph

180pb
138pb

318pb B

Figura 14- A- Esquema de restri¢io do exon 19 com a enzima Ban I quando a base G mutante estd presente,
B - Andlise de restriglo do exon 19 com a enzima Ban I em gel de agarose 1000 a 3%. O paciente
43 (P43) apresenta as bandas de 180, 171 e 138 pb, demonstrando que é heterozigoto para a
mytacio, enquanto os controles normais (C1 a C5) apresentam as bandas de 180 ¢ 138 pb. Néo foi
possivel visualizar a banda de 9bp. M:marcador de peso molecular de 160 pb (INVITROGEN).
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Mutacdo p.G3828

A mutagio p.(G382S, anteriormente descrita por MACKAY ef al. (1993), foi
identificada no paciente 74 e provoca a substitui¢io de uma glicina (GGT) por uma serina
(AGT) no cddon 382 do exon 25 (c.1678G>A) do gene COLIAI (Figura 15).

Figura 15- Eletroferogramas da fita sense do exon 25: (A) controle normal ¢ (B) paciente 74 mostrando a

mutacic de GGT->AGT em heterozigose. Na seta a base G normal esti representada pelo pico
preto e a base A mutante pelo pico verde.
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Mautacio p.G649D

Outra mutagdo de ponto nova no gene COLIAI foi encontrada no paciente
77 e provoca a troca de uma glicina (GGC) por acido aspartico {(GAC) no codon
649 localizado no exon 37 do gene COLIAI, nucleotideo 2480 (Figura 16).

Figura 16- Eletroferogramas da fita sense do exon 37: (A) controle normal e (B) paciente 77 mostrando a
mutagio GGC—>GAC em heterozigose. Na seta a base G normal estd representada pelo pico
preto ¢ a base A mutante pelo pico verde, ambas representadas pela letra N.

2.2- Outras alteractes encontradas

A mutagdio silenciosa ¢.1821C>T foi encontrada em heterozigose no exon 26 do
paciente 70 e provoca a troca de uma valina (GTC) por outra (GTT) no cédon 429 do gene

COLIAI sendo, portanto, uma substituicio neutra. Esta alteragfio est4 ausente em sua mée,
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que tem um fenotipo normal, mas estd presente em heterozigose em sua irmé portadora de

OI e em seu pai que, assim como a mie, ¢ clinicamente normal (Figura 17).

GGTGTTCCCGGLCLCCCTGGCGCTGTOE TAAGTATC TCOT TTC A"

M S A ol

GOGTSTTCCCGGA0 CCCoTGE GCGO TG?@GT&&GT&TCTCCTTTCC

Wl oo

Figara 17- Eletroferogramas mostrando o segiienciamento automdtico do exon 26 do gene COLIAL
(A) controle normal ¢ (B) a mutagfo silenciosa ¢.1821C>T em heterozigose no paciente 70.
Na seta a base C normal estd representada pelo pico azul e a base T mutante pelo pico
vermelho.

Outra alteragdo encontrada em heterozigose no paciente 70 foi uma delecfio no
intron 8, IVS8-36delT, que apesar de estar a uma distdncia consideravel da jungfio
exon-intron também foi investigada em sua familia (Figura 18). A irmd é heterozigota para

esta alteracfo, assim como seu pai, enquanto a mie se mostrou normal(Figura 18).

Apesar do pai ser heterozigoto para a delegio e ter um fendtipo normal, ainda
restavam dividas quanto a influéncia desta substitui¢io no fenodtipo dos seus filhos.
Por se tratar de uma dele¢fio, esta poderia provocar o surgimento de alguma seqiiéncia
consensu alternativa e com isso um mecanismo de splicing alternativo. Com base nesta
hipotese ¢ também porque ndo foram encontradas outras alteragdes neste paciente que
justificassemn o seu fendtipo, foi feita uma exiracfio de RNA total a partir de cultura de
fibroblastos do paciente 70, de seu pai e de um controle. O ¢DNA total foi sintetizado e

utilizando primers especificos para os exons 8 e 17 do gene COLIAI, um fragmento com
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tamanho esperado de 576pb deveria ser amplificado, caso a alteraciio ndo provocasse
nenhuma modificagio no mecanismo de splicing. Foi possivel verificar pelo tamanho do
fragmento amplificado que a substituicio em questdo nfo provocava nenhuma alteragfio no
splicing do gene COLIAI, uma vez que tanto o paciente 70 quanto o pai apresentaram uma
banda de mesmo tamanho que o confrole utilizado (Figura 19). Este fragmento foi
seqiienciado e nenhuma alteragio de seqiiéncia foi constatada, sendo esta mesma
substituicBo (IVS8-36deT) posteriormente identificada em heterozigose também no

paciente 77.

L CAEGCCTTOCCCTTCTTTTTITTICT DA TCCaT AT TCTAAO CACCTOTT

(\;ﬁsi : [\&f
VIO T

Figura 18- Eletroferogramas do intron 8 do gene COLIAI: (A) controle normal e (B) alteragdo IVS8-36delT
encontrada no paciente 70. A seta demonstra que a partir do ponto onde ocorre a delegio de

Ay Py

«

wna timina em heterozigose a reaco apresenta wma leitura confusa.

576pb

Figura 19- Amplificacfio do fragmento de 576pb obtido por PCR do cDNA de um controle (C), do paciente
70 (P70} e de sen pai, ambos portadores da substituicio IVS8-36delT. M:marcador de peso
molecular de 100pb.
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Foram encontrados também dois polimorfismos em regido codificante do gene
COLIAI (P338P e P423P) e trés polimorfismos em introns (IVS12-14T>G, IVS19-8C>T
e TVS29-42A>G) todos previamente descritos. Os pacientes em que esses polimorfismos
foram encontrados, assim como sua localizagio e os autores que os descreveram pela

primeira vez esto listados na Tabela 6 (pag. 67 e 68)

Por fim, foram identificadas 20 alteragbes em regifio intrOnica que nunca
haviam sido descritas; algumas aparecem em mais de um paciente e estio dentro da

sequéncia consenso, j& outras se encontram fora (Tabela 6 pag. 67 e 68).
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A detecgdo de mutagOes nos genes do colageno tipo I € compiicada e dificil por
varias razdes. Os dois genes envolvidos possuem um grande namero de exons a serem
rastreados, tornando dificil a localizagdo do defeito estrutural. O dominio da tripla hélice
das cadeias al(I) e a2(l) é altamente repetitivo e composto de unidades repetidas de
GlyXY, onde Gly ¢ glicina, X ¢é freqilentemente prolina e Y hidroxyprolina. Portanto, a
cada nove pares de base existe uma regi3o de alta homologia. Além disso, as seqiiéncias
sdo ricas em GC e extremamente repetitivas, dificultando o anelamento de primers, a
amplificagio dos fragmentos de interesse e seu seqiienciamento (GALICKA e
GINDZIENSKI, 2002).

Sabe-se que a maioria das mutagdes que promovem a troca de um codon glicina
no dominio da tripla hélice, em um dos dois alelos dos genes COLIAI ou COLIA2, €
responsavel pelas variantes graves da doenga, OI tipos II, Il ¢ IV. Este aminoacido €
essencial na formagdo da tripla hélice e é fregiientemente substituido por residuos de serina,

cisteina, arginina, acido aspértico e valina (CULBERT ez al,, 1996).

Embora a gravidade da doenga esteja relacionada com a posigdo € o tipo de
aminoacido substituido, os pardmetros desta relagdo se mostraram evasivos. BYERS et al.
(1991) propuseram que, a0 menos para a cadeia a1(I), existe um gradiente de gravidade do
fenotipo que coincide com o gradiente de modificagdo, com mutagdes letais mais proximas
4 extremidade C-terminal e mutacdes nfo-letais localizadas em diregdo da extremidade
N-terminal da cadeia ol(I). Contudo, este modelo requer que cada aminoacido em
particular tenha seu préprio gradiente de gravidade, com uma transi¢do diferente de letal
para nio-letal, levando-se em conta a intercalagdo de algumas substituicdes ndo-letais de
cisteina e arginina, por substitui¢des letais de valina e acido aspértico ao longo da cadeia
(MARINI et al, 1993).

A relacdo de gravidade e localizagdo das substitui¢Ses de glicina por serina na
cadeia ct1(I) é complexa e ndo pode ser descrita por um gradiente linear. Ao invés disso,
existem grupos de mutagdes alternados ao longo da cadeia. Dois conjuntos letais de
substitui¢des de serina localizam-se um no meio da cadeia (), p.G565S, p.G598S e
p.G631S (WESTERHAUSEN, ef al, 1990), e outro bem préximo a extremidade
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C-terminal da tripla hélice, p.G913S, p.G964S e p.G1003S (BYERS ef al, 1991;
PRUCHNO er al., 1991). Entretanto, existe um grupo de substituigdes de serina associadas
a fendtipos nio-letais que se localiza entre os conjuntos letais, além de outras substitui¢Ges

nio-letais isoladas (MARINI ez al., 1993).

Neste trabalho foram identificadas trés mutagGes de ponto enveolvendo o
aminoacido glicina no gene COL/AI, sendo duas substitui¢hes para serina, p.G382S e
p.G5928S, e uma para acido aspartico, p.G649D. Todas foram encontradas em pacientes e

com tipos deformantes de OI como descrito a seguir.

A mutagfo nova p.G592S foi encontrada em heterozigose no exon 33/34 do
gene COLIAI do paciente 33. Trata-se de um caso esporadico de Ol, e o paciente foi
clinicamente diagnosticado como portador de OI tipo III, apresentando fraturas ao
nascimento e deformidade Ossea, tal como arqueamento dos ossos longos. Apesar desta
alteraciio estar situada proxima a um grupo de mutacdes de glicina para serina que estdo
associadas a letalidade, o paciente em questfio apresenta um fenotipo ndo-letal, embora de
gravidade elevada. A mutagio p.G589S descrita por FORLINO ez al. (1994), no mesmo

exon do gene COLIAI também esta associada ao mesmo fendtipo.

A segunda mutagdo de glicina para serina, p.G382S, foi identificada em
heterozigose no exon 25 do paciente 74, que apresenta sinais caracteristicos de
Ol tipo IV, como dentinogenesis imperfecta e deformidades dsseas. Os pais do paciente nao
apresentam a mutagdo e, portanto, deve se tratar de outro caso esporadico de OI provocado
por mutagio de novo. MACKAY e colaboradores (1993) descreveram esta mesma alteragdo
em um paciente com fenétipo idéntico de OI Neste mesmo codon outra mutagdo foi
identificada, porém neste caso o aminoacido glicina foi substituido por uma cisteina
resultando em um fendtipo mais brando de OI do tipo IV do que o descrito anteriormente
(BYERS, 1990). Esse fato demonstra a importancia da natureza do residuo que substitui a

glicina na expressdo do fenotipo.

Outra mutagio de ponto nova no gene COL/AT foi encontrada no paciente 77 ¢
provoca a troca de uma glicina por acido aspartico, p.G649D, no exon 37 do gene COLIAL

Este paciente apresentou morte perinatal, com multiplas fraturas ao nascimento, sendo
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considerado um caso tipico de OI tipo II. Levando em consideragdo a correlagio
gendtipo-fendtipo, o efeito letal desta mutagdo nfio € surpreendente, pois todas as
substitui¢des identificadas de glicina para acido aspartico, em qualquer posi¢do ao longo da
cadeia ol(I), foram descritas como letais, baseado no Human Type I Collagen Mutations

Database (atip:/iwww leacui/genetics/collagen/). As mutagbes mais desestabilizadoras

das cadeias o sdo substituigdes de glicina, um aminoacido pequeno, por aminoacidos
volumosos e carregados, como € o caso do acido aspartico. Por exemplo, a alteragdo
p.G700D identificada na cadeia c2(I), provoca uma modificagio na molécula de colageno
tipo I, que diminui a estabilidade da tripla hélice e aumenta drasticamente a degradagio

intra e extracelular da molécula de colageno, produzindo um fenotipo letal
(COHEN-SOLAL ez al., 1994).

A maioria das alteragdes encontradas em pacientes portadores de OI tipo 1
introduzem c6dons de terminacdio prematuros Ou provocam um fmecanismo de
splicing aberrante, levando a reducdio da expressdo do gene COLIAI (KORKKO et al,
1998). As mutagdes que introduzem um codon de terminagdo prematuro sao a causa mais
freqitente para o surgimento de alelos nulos. Estas podem ser derivadas diretamente de
mutagdes pontuais ou indiretamente de mutagdes do tipe frameshift (BENUSIENE e
KUCINSKAS, 2003). Duas mutagdes identificadas neste trabalho, pR237X e c. 1885delT,

se encaixam na descrigdo acima.

A paciente 4, cujas caracteristicas clinicas e radiologicas apontam para um
diagnostico de OI tipo IV, ¢ a segunda de dois filhos de um casal de primos em terceiro
grau, com dois abortamentos na irmandade e sem recorréncia famiial. Em sua ultima visita
ao Ambulatorio de EIM do HC/Unicamp, a paciente tinha 8 anos de idade, ¢ apesar de
apresentar deformidades dsseas, como escoliose e assimetria dos membros inferiores, so
havia tido 3 fraturas desde o seu nascimento, talvez devido ao tratamento com reposi¢io de

calcio.

O rastreamento do gene COLIAI desta paciente revelou a presenca da mutagao
nonsense p.R237X em heterozigose no exon 19, sendo sua mée normal para esta mutagao.

Esta alterago foi primeiramente descrita em pacientes clinicamente diagnosticados como
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Ol tipo 1, resultando na producio de alelos nulos (REDFORD-BADWAL ef al, 1996;
WILLING ef al,, 1996; RIES-LEVAVI ef al.,, 2004). As causas mais freqiientes de Ol do
tipo T s@o mutagBes que provocam o surgimento de codons de terminagio prematuros.
Como o C-propeptideo da cadeia oi{I) ndo é transcrito, as cadeias o encurtadas nfo sio
incorporadas na formagfo da tripla hélice, provocando uma redugiio na produgio de
moléculas de colageno tipo I normais (DALGLEISH, 1997). Entretanto, a paciente em
questdo apresenta caracteristicas clinicas de Ol tipo IV, o que pode ser explicado pela
variabilidade de expressdo fenotipica intra e interfamilial observada em OI J& foram
descritos casos em que a mesma mutacdo nos genes do coliageno tipo I
provocou a expressio de fenétipos diferentes em pacientes com OI de familias distintas ou

da mesma familia (ZHUANG ez al., 1996; ZOLEZZI et al., 1997, FORLINO ef al., 1999).

Como previamente descrito por KORKKO er al. (1998), a maioria das
mutagbes que convertem um codon de arginina CGA para um codon de terminagdo
prematuro TGA, foram encontradas na seqiiéncia contexto G/CCC CGA GG/T do gene
COL A1, incluindo a mutacio p.R287X identificada neste trabalho. Em contraste, nenhuma
mutag¢io que substitui o aminoéacido arginina por um cédon de terminag3o foi encontrada se

o codon CGA néo for precedido de G/CCC (KORKKOQ ez al., 1998).

Neste caso da paciente 4 existem duas hipoteses de diagnostico. Pode ser
considerado como um evento esporadico, provocado por uma mutacio espontinea, o que €
0 mais provavel, ou um caso de mosaicismo germinativo, uma vez que dois abortos
espontdneos foram observados na irmandade da paciente, embora casos de abortamento
espontdneo até o tercerro més de gestago também sejam muito freqiientes. Casos de
mosaicismo germinativo sio muito comuns em doengas de heranga dominante quando se
tém recorrénica de individuos afetados sendo os pais aparentemente normais (COHN er a/.,
1990; CONSTANTINOU-DELTAS ef al, 1993). Para investigar essa hipotese seria
necessario ter acesso ao sémen paterno, assim como a células somaticas da mée e do pai,
que ndo as do sangue, como, por exemplo, fibroblastos, o que ndc foi possivel. Devido a
possibilidade de mosaicismo germinal o risco de recorréncia de nova crianga afetada por OI

na prole de seus pais pode ser estimado em 6%.
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A paciente 28 apresenta Ol do tipo I, ¢ filha de pais normais e tem uma irma
cue ndo ¢ afetada. Foi detectada no gene COL/A[ desta paciente a delecio de
uma guanina na posicdo 1885 em heterozigose no exon 28. Esta delegdio no codon 451 leva
a alteracio na matriz de leitura de aminoacidos conhecida como frameshift, provavelmente,
a causa do fendtipo leve desta paciente. Os pais da paciente e sua irmé sdo normals para a
deleco. Este dado demonsira que se trata de um caso de mutagfio de novo e que este tipo
de mutagio, assim como mutagdes nonsense, sio comumente responsaveis pela expressio

do fenétipo de OI tipo I (KORKKO ez af., 1998).

Delegdes e insergdes de uma base sfo relativamente raras nos genes do
colageno tipo I, entretanto algumas delas ja foram descritas em pacientes afetados por OI
tipo I. Estas tendem a aparecer numa seqiéncia contexto comum CCC CCT no gene
COLIAI (KORKKO ef al, 1998), porém esta n3o € uma caracteristica da delegdo
encontrada neste trabalho. PEPIN et al. (1997), realizando o diagnostico pré-natal de 129
gestagdes com risco de Ol, detectaram uma mutagio de ponto p.G451S, no mesmo coddon
da delecdio encontrada em nossa paciente. Entretanto, a substituigio de uma glicina (GGC)
por uma serina (AGC) nesta posicio, produziu um fendtipo letal (Ol tipo II) no paciente,
demonstrando, mais uma vez, que a natureza da mutagdo esta intimamente envolvida com a

expressdo fenotipica na Osteogenesis Imperfecta.

O seqienciamento do paciente 43 revelou uma mutagdo de ponto nova,
p-P239A, em heterozigose no exon 19 do gene COLIAI. Substituigdes de prolina por
alanina nos genmes do coligeno tipo 1 sio um evento raro e so foram identificadas
anteriormente uma unica vez. SPOTILA ef al. (1994) descreveram a mutagdo p.P27A em
um paciente com baixa densidade Ossea, porém sem sinais de doenca metabolica Ossea
aparente. Seu efeito na fungo biologica da molécula de colageno tipo I, assim como na

osteopenia do paciente, permanece indefinido (SPOTILA ef al., 1994).

Uma das principais caracteristicas na constituigio da tripla hélice € a presenga
de tripeptideos formados por GlyXY, onde Gly ¢ glicina, X ¢ freqiientemente prolina e

Y fregiientemente uma prolina hidroxilada pds-traducéo.
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O tripeptideo Gly-Pro-Hyp € o que garante mais estabilidade a molécula de
colageno tipo 1 e também € o mais fregiiente, constituindo 10% de todos os tripletos
presentes na seqiiéncia do gene (BHATE ef al., 2002). Portanto, mutagdes que modifiquem
esta estrutura, como pP27A, na qual o residuo prolina se localiza na posigio Y

(Gly-Pro-Pro—Ala) acabam por desestabilizar a tripla hélice (BERG e PROCKOP, 1973).

A mutacdo p.P239A identificada no paciente 43 estd dentro do contexto
Gly-Pro—>Ala-Ser, entretanto YANG er al. (1997) demonstraram que a seqiiéncia
Gly-Ala-Z, onde 7 pode ser qualquer aminoacido, confere a tripla heélice uma estabilidade
térmica muito menor quando comparada aos tripletos Gly-Pro-Hyp ou Gly-Pro-Arg. Sendo

assim, esta alterag@o pode-se associar ao fenétipo do paciente.

O paciente 43 foi encaminhado ao Ambulatério de EIM do HC/Unicamp por
suspeita de Sindrome da Criancga Espancada, devido a fraturas de repeticfio, para avaliagdo
etiologica das alteragGes esqueléticas. Em sua dltima consulta, aos quatro meses de idade,
apresentava esclerdtica azulada e o exame de inventdrio Osseo mostrou doze fraturas

consolidadas. O paciente foi diagnosticado como portador de OI do tipo L.

Seus pais sdo aparentemente normais, porém uma irmi e um irméo mais velhos
apresentam alguns sinais peculiares. A primeira filha do casal nunca teve fraturas, porém
apresenta escleroticas azul-acinzentadas e facie que lembra Ol. J4 o irm3o mais velho,
segundo filho do casal, apresenta atraso do desenvolvimento estatural com suspeita de
raquitismo, historia de fraturas, arqueamento dos membros inferiores e, ac exame de
raio-X, apresenta sinais sugestivos de OI (Figura 20A, pagina 93). Portanto, este se trata de
um caso de Ol familial, transmitido por mosaicismo germinativo, ja que os irmdos do

paciente também parecem ser afetados, porém em um grau menor.

Nio foi possivel investigar a presenca da mutagio p.P239A nos irmdos, pois a
Unica amostra de sangue que nos foi fornecida foi a do paciente 43. Além disso, seria
interessante fazer o estudo molecular de diferentes tecidos do pai e da mie, a fim de
esclarecer a hipotese de mosaicismo. Dos 5 casos familiais estudados, este foi o finico em

que foi encontrada uma mutacio no gene COLIAI responsavel pelo fendtipo de OL
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Em 7 dos 13 pacientes analisados, ndo foram identificadas mutagOes no gene
COLIAI que pudessem justificar o fendtipo de Ol Desses, trés sdo casos esporadicos
(pacientes 1, 48 e 68) e quatro sio familiais (pacientes 7, 37, 52 e 70). Estes pacientes
provavelmente apresentam alguma alteragdio no gene COLIA2, o qual ndo foi mvestigado,
ou ainda em outros genes que ndo os envolvidos com a sintese de colageno tipo I, 0 que,
como citado na introducio deste trabalho, pode ocorrer com pacientes diagnosticados como
OI tipo IV. A seguir é feito o detalhamento de trés desses casos em que mutagdes

associadas ao fenotipo nio foram encontradas.

O paciente 52 foi diagnosticado como portador de OI do tipo I ou IV,
apresentando acentuado encurvamento de membros inferiores. Seu pai e irmd mais velha
sdo normais. Trata-se de um caso familial de transmiss@o materna, mas a mae ndo apresenta
sinais de OL exceto pela baixa estatura e por ter quatro irméds mais vethas gravemente
afetadas, além de um irmdo e uma irmi normais (Figura 20B, pagina 93). A grande
heterogeneidade fenotipica intrafamilial talvez seja explicada por mosaicismo germinativo

que parece ter surgido nas células da avd materna do probando.

CONSTANTINOU-DELTAS et al. (1993) descrevaram dois casos de
variabilidade fenotipica intrafamilial provocada por mosaicismo celular somatico no qual
um dos genitores é mosaico para a muta¢do, sendo capaz de transmitir a mutagdo para sua
prole através de mosaicismo germinativo. Em ambas as familias, o primeiro individuo
afetado apresentou manifestagdes minimas da doenga, j& os membros da proxima geragdo
apresentaram um fendtipo mais grave. A explica¢do mais simples para este fenbmeno € que
bem no inicio do desenvolvimento embrionario da mie surge uma mutago esporadica em
um dos genes que codificam o colageno tipo I em uma célula progenitora, antes mesmo das
células da linhagem germinativa se separarem das células somaticas. Os genes do colageno
sio alvos ficeis para mutagdes devido ao seu tamanho e a grande quantidade de repeti¢des
GC (CONSTANTINOU-DELTAS et af., 1993).

A analise do gene COLIAI desse paciente ndo revelou a presenga de mutagdes
em regides codificantes e sim alguns polimorfismos como o P338P e IV519-8C>G ambos
ja descritos na literatura (MARINI ef al., 1993, WARD et al., 2001). Foram encontradas

também as alteragBes intronicas IVS48+46T>A em homozigose e IVS49+4T>A em
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heterozigose. A substituigio TVS48+46T>A ndo deve influenciar no fenétipe devido a sua
presenga em homozigose e a distincia das jungSes exon-intron. Ja a substituicdo

TVS49+4T>A esta presente em praticamente todos os pacientes estudados.

O material do paciente 68 enviado para analise do gene COLIA] foi coletado
por cordocentese. Embora os pais sejam normais, o feto ja apresentava fraturas
comprovadamente um polimorfismo (MARINI ef al., 1993) e a segunda, além de estar fora
da sequéncia consenso, também foi identificada em outro paciente que apresenta OI tipo

IV, devido a presenca da mutacdo p.G382S.

Dentre as alteragdes identificadas no gene COLJAT do paciente 68, a inica que
poderia estar envolvida com o seu fenétipo seria a IVS48+10C>A, devido a produgdo de
erros no mecanismo de splicing. Seriam necessarios estudos dessa alteragdo em amostras de
sangue dos pais, as quais ndo puderam ser obtidas, e em controles normais, para afastar a
hipotese de polimorfismo e, posteriormente, estudos de expressdo. A alteragdo
TVS48+1G>A, que se encontra muito proxima a substituicdo encontrada, ja foi descrita na
literatura como sendo responsavel pelo fenotipo de Ol tipo 1. Tal alterag¢do provoca erros no
processamento do RNA através da inclusdo do intron 48 no transcrito maduro (WILLING
et al., 1994). Entretanto, nio podemos afirmar que esse também seja o caso deste paciente
sem a realizacdo de estudos adicionais, uma vez que a muta¢fo responsavel pelo fendtipo

de OI também possa estar presente no gene COLIA2.

No paciente 70, que apresenta OI tipo IV, foram encontradas além das
alteragSes ja citadas na literatura como os polimorfismos, ¢.1548C>T, IVS12-14T>G e
IVS29-42A>G, outras sete alteracdes ndo descritas, sdo elas: ¢.1821C>T, TVS8+18A>C,
TVS8+25T>C, IVS8-36delT, TVS21+30A>G, IVS38-18G>C e IVS49+4T>A. Os pais desse
paciente sio clinicamente normais e ele tem uma irmi3 também afetada, ambos com
diagnostico de OI tipo IV (Figura 20C, pagina 93). Esse caso dificilmente se trata de uma
mutacio de nove, uma vez que ambos os filhos do casal sdo afetados, podendo se tratar de

um caso de mosaicismo germinativo ou até de heranga recessiva.

A alteragio neutra ¢.1821C>T (V429V), presente em heterozigose no exon 26

do paciente 70 também estd presente em sua irmé, que ¢ portadora de OI, ¢ em seu pai,

Discuss@o

1i6



nesta mesma condi¢io, estando ausente somente em sua mie. O fato de esta ser uma
substituicio neutra e dela estar presente no pai, que é fenotipicamente normal, praticamente
a exclui de ser a causa da doenca. As outras alteracGes intronicas encontradas nesse
paciente IVS8+18A>C, IVS8+25T>C, IVS21+30A>G, IVS38-18G>C e IVS49+4T>A,
todas em heterozigose, teriam que ser testadas em individuos normais e em estudos de
expressiio, com a exce¢io da tiltima, que foi encontrada em quase todos os outros pacientes.
Dados da literatura demonstram que alteraches deste tipo como, por exemplo,
IVS20-12G>A, podem ser responsaveis pelo fendtipo de Ol uma vez que provoca a
producio de uma seqiiéncia comsensu nesta posigio, levando a perda do intron 21
Como conseqiiéncia observam-se niveis de expressdo anormais de proteina ¢ mRNA de um
dos alelos do gene COLIAI (KORKKO ef al., 1998).

No entanto, a alteracio IVS8-36delT encontrada em heterozigose no paciente
70, apesar de estar a uma distdncia consideravel da jungio exon-intron, também foi
investigada em sua familia por se tratar de uma delegdo. WARD ez al. (2001) descreveram
a delecio TVS15-33 -44delCTGCCATCTCTT no gene COLIAI como responsavel pelo
fenotipo de um paciente portador de OI tipo I. Segundo estes autores, apesar desta estar
distante do sitio de splicing deveria produzir um efeito deletério sobre o mesmo devido a

sua magnitude.

A irmi do paciente 70 e seu pai, que ¢ normal, apresentaram a delegdo
1VS8-36delT em heterozigose, mesmo assim foram feitos estudos de expressao e ndo foi
encontrada alteragio no tamanho e nem na seqiiéncia do mRNA tanto do paciente quanto
de seu pai devido a presenca desta alterago, que posteriormente também foi encontrada no

paciente 77 que apresenta fenotipo de Ol tipo a.

Assim como nos outros casos descritos, seriam necessarios estudos adicionais,
tais como a investigacdo do gene COLIA2 ou ainda de outros genes que nédo os envolvidos
com a sintese de colageno tipo 1. Especialmente esta ultima hipotese pelo fato do paciente
apresentar Ol tipo IV, como foi expiicado na introducio deste trabalho. E interessante notar
que dos cinco pacientes diagnosticados como OI tipo I e analisados neste trabalho somente

em dois foram identificadas mutagdes no gene COLIAI, o que demonstra que nem todos os
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casos de OI tipo 1 apresentam obrigatoriamente alteracio neste gene e que o gene COLIA42

provavelmente esta envolvido.

A maioria dos pesquisadores desenvolveu estratégias que envolvem duas etapas
experimentais para detecgfo de mutagdes em OI. Primeiro a regifio da mutagio ¢ localizada
por estudos na proteina ou por técnicas de rastreamento de mutagio como
CSGE (Conformation Sensitive Gel Eletrophoresis) ou SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism) (GANGULY et al., 1993, HONGYO ez al, 1993). Caso a regido seja
localizada, a mutacio deve ser identificada por subclonagem do cDNA e seu subsequente
seqiienciamento. Contudo, estas técnicas consomem muito tempo, sdo caras € muitas vezes
apresentam problemas quanto a sensibilidade para identificago de mutagdes (GALICKA e
GINDZIENSKI, 2002).

Como a técnica de seqilenciamento é atualmente indispensdvel em um
laboratério de biologia molecular, sendo sempre o Ultimo passo na identificagio de
mutacdes, optou-se por utiliza-la neste trabalho, sem a realizagio prévia de qualquer técnica
de rastreamento de mutaciio. Varias dessas técnicas de screening foram testadas no inicio
deste trabalho, como PCR-Multiplex, SSCP radioativo ou com coloragio pela prata, SSCP
em PhastSystem (PHARMACIA) e Heteroduplex. Tentou-se também desenvolver uma
nova metodologia de rastreamento, usando enzimas de restrigdo que reconhecessem sitios
de glicina. Entretanto, nenhuma delas foi eficiente em detectar alteragdes em controles
positivos para mutagio no gene COL/AI. Todas as substituigdes descritas neste trabalho
foram identificadas somente pela técnica de seqlienciamento automatico direto do produto
da PCR.
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Figura 20- Heredogramas representando 3 dos 5 casos familiais de Ol estudados neste trabatho.
A) familia do paciente 43 (P43); B) familia do paciente 52 (P52) e C) familia do paciente 70. O hachurado

significa que o individuo € portador de sinais sngestivos de OL
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6- CONCLUSAO
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1- Dentre os 13 pacientes de OI analisados foram identificadas muta¢Ges no gene COLIAI
em seis individuos. Quatro mutacBes sio novas (c.1885delG, p.P239A, p.GS92S,
p.G649D) e duas foram anteriormente descritas na literatura (p.R237X e p.G3828).
Também foram detectados polimorfismos em exons e introns, além de outras

substituigdes;

2- Foi desenvolvida uma metodologia eficaz na identificagdo de mutagSes em pacientes
com Ol apesar de lenta e trabalhosa. Ndo foi possivel estabelecer uma metodologia
mais rapida e simples para o diagnostico de OI Comparando-se 0s métodos de
identificacio de mutacGes nos genes do colageno tipo I com o método utilizado neste

trabalho, todos tém a mesma eficacia, assim como sio todos muito trabalhosos;

3. Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram os dados da literatura que
apontam as substitui¢des de ponto de glicina para outro aminoacido no dominio da tripla
hélice do colageno tipo I, como a causa mais frequente das formas graves de OL
Assim como foi possivel estabelecer uma relagdo entre mutagdes que introduzem um

codon de terminacio prematuro e a expressdo de um fendtipo mais leve da doencga;

4- Em sete dos 13 pacientes analisados ndo foi possivel detectar mutagoes no gene COLIAI
que pudessem justificar o fenotipo de Ol Estes pacientes provavelmente apresentam
alguma alteragio no gene COLIA2, que ndo foi investigado, ou ainda em outros genes

que ndo os envolvidos com a sintese de colageno tipo [;

5. Foi dificil o estabelecimento de uma correlagio genotipo-fendtipo mesmo nos pacientes
em que foram identificadas mutagdes ja conhecidas, pois cada mutagdo ¢ Unica e muitas
vezes produz um fenétipo Gnico. Outro fator que contribui para que essa correlagdo seja
dificil é a grande heterogeneidade fenotipica intrafamilial presente em alguns casos, ¢ na

maioria das vezes provocada por mosaicismo germinativo;
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6- Concluimos que a analise do gene COLIA! que codifica o colageno tipo 1 fornece
informagGes importantes para o diagndstico clinico do paciente, principalmente em
casos de duvida quanto ao fendtipo. Um diagnostico correto, especialmente quanto a
diferenciacio do tipo de heranca, se dominante ou recessiva, e ainda se ha presenca de
mosaicismo, ¢ muito (til para o aconselhamento genético da familia e do individuo.
A presenca de uma mutagio nos genes COLIAI ou COL1A2 confirma o diagnostico de
Osteogenesis Imperfecta. Entretanto, ¢ importante deixar claro que sua auséncia ndo

descarta o diagndstico de OL
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Termo de Consentimente Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: APLICACAO DAS TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR NO
DIAGNOSTICO DA OSTEOGENESE IMPERFEITA

Responsaveis:
Fernanda de Castro Reis - Biologa
(Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética - CBMEG - UNICAMP)
Profa. Dra. Denise Y. J. Norato
(Departamento de Genética Médica - FCM - UNICAMP)

Nome do paciente:

Endereco:
Cidade: Estado

CEP: Fone: ( )

Responsével: Idade:
RG:

Grau de parentesco:

Objetivos do estudo:

O paciente estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa envolvendo
portadores de Osteogénese imperfeita {(OI), uma doenga de origem genética onde ocorre a
produgdo de grande variedade de fragilidades Osseas associadas a defeitos em diversos
tecidos ricos em colageno.

O presente estudo tem por objetivo o entendimento da origem ou fatores de risco
relacionados a essa doenca. Pretende-se desenvolver um método mais rapido e facil para tal
diagnostico.

Procedimentos a que serdo submetidos os pacientes:

Os pacientes ja avaliados no Ambulatério de Erros Inatos do Metabolismo do
Hospital das Clinicas da Unicamp serdo submetidos & coleta de cerca de 5mi de sangue, do
qual sera extraido, em laboratorio, o material genético (DNA) necessario ao estudo
molecular.
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Risco e desconforto:

Os riscos associados a esse procedimento s3o minimos, podendo ocorrer manchas
roxas {equimoses) no local da coleta de sangue. O desconforto sera minimo, pois em geral
sera feita a coleta de sangue da veia do brago, por profissional treinado e devidamente
habilitado para realizar esse procedimento. O material colhido sera utilizado unicamente
para atingir os objetivos acima descritos.

Beneficios esperados:

O estudo da Osteogénese Imperfeita hereditaria podera ser fundamental no
diagnostico, permitindo, assim, um aconselhamento genético adequado do casal, com a
estimativa do risco de repeticio entre os proximos filhos. Assim, muitos poderio ser
totalmente tranqiilizados, e aqueles que tiverem um risco real de gerarem criancas com OI
poderdo tomar uma decisdo consciente quanto a reprodugdo. Caso o paciente niio queira
participar do estudo ou resolver abandona-lo por qualquer motivo, continuara a ter seu
atendimento realizado normalmente.

Fornecimento de informacdo adicional:

Garantimos aos pacientes e suas familias resposta a qualquer pergunta e
esclarecimento de qualquer duvida acerca dos assuntos relacionados com esta pesquisa,
sendo proporcionadas ainda informagdes atualizadas durante o estudo.

Sera mantido o sigilo e o carater confidencial das informagBes, ¢ a identificacio dos
pacientes ndo serd exposta nas conclusdes ou publicacSes.

Caso seja necessario contate-nos:

Fernanda de Castro Reis CBMEG - (19) 3788-1147

Profa. Dra. Denise Y. J. Norato Depto. de Genética Médica - (19) 3788-8904
Comité de Etica (19) 3788-8936

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, de de

Paciente ou responsavel:

Responsavel pelo estudo:
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Short communication

Molecular findings in Brazilian patients

with osteogenesis imperfecta

Ferpanda C. Reis', Fabiana Alexandrino', Carlos E. Steiner”, Denise Y.J. Norato®,

Denise P. Cavalcanti®, Edi L. Sartorato’

} CBMEG/Human Genetics Laboratory and ZDepa:tment of Medical Genetics/FCM, UNICAMP, Campinas, SP, Brazil

Abstract. Osteogenesis imperfecta (OL) is a genetic disarder of increased bone fragility and low bone mass. Se-
verity varies widely, ranging from intrauterine fractures and perinatal lethatity to very mild forms without frac-
tures. Most patients with a clinical diagnosis of OI have 2 mutation in the COL 141 or COL142 genes that encode
the chains of type I procoilagen, the major protein in bones. Hence, the aim of the present study was to identify
muttations in the COLIAJ gene in 13 unrelated Brazilian O1 patients. This js the first molecular study of Ol in
Brazil, We found 6 mutations, 4 of them novel (¢.1885delG, p.P239A, p.G5928, p.G649D) and 2 previously de-
scribed {p.R237X and p.G3828). Thus, the findings show that there are no prevalent mutations in onr sample, and
that their distribution is similar to that reported by other authors, with preponderance of substitutions for glycine

in the triple helix domain, causing OI types I, iHl and IV.

Key words: COLIAZ, mutation, osteogenesis imperfecta, type [ collagen.

Osteogenesis imperfecta {OI) is a dominant
autosomal disorder caused by mutations in type 1
collagen genes, COLIA] and COLIA2, which are
responsible for synthesis of this majn protein of
bones, skin, ligaments, tendons and most other
connective tissues. Those genes encode the al and
a2 chains of the collagen triple helix, respectively
(Gajko-Galicka et al. 2002).

Ol patients present with bone fragility and
skeletal deformity within a broad phenotypic
range: from a mild (type I) to a lethal form
(type 1), including two other types presenting var-
ied severity (types III and IV). The mild forms are
usually caused by mutations that inactivate one al-
lele of the COLIA] gene, resulting in a reduced
amount of normal type 1 collagen. On the other
hand, the severe and lethal forms result from dom-
inant negative mutations in COLIA] or COLIAZ,

Received: September 21, 2004. Accepted: November 22, 2004.

which produce structural defects in the collagen
molecule (Gajko-Galicka et al. 2002).

The varied chinical characteristics of Ol reflect
different classes of mutations in different regions
of type I collagen genes. Consequently, more than
250 different mutations in the COLI4! and
COLIAZ genes had been characterized and they
have been registered in the Human Type I and
Type I Collagen Mutations Database (Dalgleish
1997; bttp://www.le.ac.uk/genetics/collagen). Be-
sides, these alterations vary in type and location,
although the most common in COL/! loci are sin-
gle-base substitutions in the part of the gene cod-
ing for the triple helix domain, which result in
replacing glycine by an amino acid with a bulkier
side chain.

Summarizing, the main objective of the present
study was to search for mutations in the COL141

Comrespondence; F.C. Reis, UNICAMP/CBMEQG, Cidade Universitiria Zeferino Vaz, Bardo Geraido, Campinzs, Sdo Paulo,

Brazil, e-mail: reis@unicammp.br
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gene in Brazilian patients previously diagnosed as
having OL Also, we wanted to collect information
about the characteristics of mutations in this gene
in our sample.

Thirteen patients recruited from different states
were diagnosed as having Ol types LIL I or IV,
according to their clinical and radiological charac-
teristics, on the basis of the Sillence OI classifica-
tion (Sillence et al. 1979). Blood samples were
obtained with the approval of the Ethics Commit-
tee of the Medical Academy and with informed
parental consent. Total genomic DNA was ex-
tracted from 10 ml of peripheral blood by phe-

F.C. Reisetal

Six different mutations in the COL/4/ gene
were identified. Five of them were from unrelated,
sporadic cases and one was from a familial case.
Four of the 6 mutations are novel (i.e. not yet reg-
istered in the Human Type Tand Type 11 Collagen
Mutations Database). Among them, 3 are
missense mutations (p. P23%9A, p. G5928 and
p- G6491) and one is a single-base deletion
{c. 1885del@). The characteristics of these muta-
tions and information on their clinical manifesta-
tion are summarized in Table 1.

The most frequent mutations that change
a codon for glycine in the triple helical domain in

Tabie 1. COLI41 mutations identified in Brazilian Ol patients and their clinical manifestation

. Mutation Blue Dentino- Hear Frac- Multiple Bone  Refersmces
Pe;t:)mt - Exen  Ottype sclerac  gemesis mg turesat fractures  defor-
* DNAlevel Proteinlevel imperfectz  loss  birth  atbirth  mity
74 c.1678G>A  p.(G383S 25 \Y - + 7 - — + Mackay et
al. 1993
33 c.2308G>A p.(G5928 33734 HE + ? ? - + this study
77 c2480GRA  p.G649D 3 na + / ! + + +  this study
43 €1249C>G  pP23%A 19 1 + ? 7 - - - this study
28 c.1885del(i  frameshift 28 i + - - - - - this study
at (G451
4 ¢ 1243C>T  pR237X 19 w - - - - + Redford-
Badwal et
al. 1996,
Willing et
al. 1996

Features: (+) denotes presence; () denotes absence, {/} denotes pon corresponding and (7) denotes unknown.

nol-chloroform standard methods. All exons of
the COL 147 gene and its flanking sequences, with
the exception of the 6 exons encoding
the N-propeptides, were amplified by PCR, fol-
lowed by direct DNA sequencing. The primers
and PCR conditions used were previously de-
scribed (Korkkd et al. 1998). PCR-amplified seg-
ments of the COLIAT gene were sequenced using
an ABI PRISM™ 377 Sequencer and Big Dye
Terminator Sequencing protocol (PE Biosystems
Foster City CA, USA), according to the manufac-
turer’s recommendations. Next, the mutations
were identified by a comparison of the obtained
DNA sequence with the reference ¢cDNA se-
quence of the COLI4] gene (GenBank accession
number Z746135).

Since the material used for screening mutations
i the COLIA] gene was genomic DNA, the puta-
tive effect on protein level was based on the nucle-
otide sequence. Assurmpiions regarding their
mpact on phenotype (structural or null allele)
were made by referring to the clinical phenotype
of Ol patients harboring the mutation and litera-
ture data.

either of the two alleles of COLIAI or COLIAZ
are responsible for the severe variants of the dis-
ease Ol types II, HIl and TV (Culbert et al. 1996
In this study, three of these single-nucleotide sub-
stitutions in the COLJIA! gene were identified:
p.G3828, p.G592S, and p.G649D (Table 1, pa-
tents 74, 33 and 77, respectively).

As described before by Mackay et al. (1993),
the mutation ¢.1678G>A (p.G3828) was found in
a patient diagnosed as having QT type I'V (Figure 1,
patient 74). Also, a second mutation was identified
at that position, although the residue changed was
not serine but cysteine, resulting in a mild OF type
IV (Byers 1990). This shows the relevance of
the nature of the residue that substitutes for
glycine in determining the phenotype (Mackay
et al. 1993).

The ¢.2308G>A mutation also resulted from
a substitution of a glycine residue by serine
{p.G3928), causing a severe QI type IIf (Figure 1,
patient 33). The coirelation between the positions
of serine substitutions with the severity of the Ol
phenotype 1s interesting, since they do not show
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Figure 1. Electrophoregrams illustrating sequencing data from patients 74, 33, 77, 43, 28 and 4 (above) and heatthy
individuals (helow). Asterisks show base-pair substitutions, circles indicate the normal mucleotide, and an arrow shows
the deletion.

a gradient of severity that depends on the position
of the mutation on the triple helix (Byers 1990).
Thus, the mutations reported here reinforce this
hypothesis because substitutions at positions 382
and 592 resulted in non-lethal phenotypes of OF
type IV and severe Ol type 111, respectively.

The structural  alteration  ¢.2480G>A
(p.G649D) was identified in an OI type Ila patient,
which leads to a lethal phenotype (Figure 1,
patient 77). Taking imto account the
genotype-to-phenotype correlations, the lethal
outcome of this mutation is not surprising, since
all the substitutions of glycine by the bulky
aspartic acid in any position along the al(l)
collagen chains have so far been described as
Iethal, basing on the Human Type I Collagen
Mutations Database.

The most unusual mutation found in this OF
population was p.P239A (Table 1 and Figure 1,
patient 43). This point mutation converts proline
to alanine, because of a change in nucleotide 1249
of the COLIAI gene in a patient with OI type 1
phenotype. Proline substitutions for alanine are
very rare and this is the first one described in a pa-
tient with low bone density but no apparent meta-

bolic bone disease. The substitution identified be-
fore by Spotila et al (1994) was c. 613C>G
{p. P27A), and its effect on the biological function
of type I collagen, as well as its role in osteopenia,
is uncertain. Since the ¢.1249C>G was the only al-
terationidentified in the COL 1A coding sequence
of that patient and the sequence was situated in
the middie of the triple helix domain, Berg and
Prockop (1973) suggested that proline and
hydroxyproline promote triple helix stability,
Thus alterations in those amino acid residues may
be responsible for mild O phenotypes. This pa-
tient has two affected brothers but his parents are
apparently normal in respect of OI clinical symp-
toms. The recurrence of their phenotype may be
explained by parental mosaicism that resuls in af-
fected children from unaffected parents.

Most of mutations found in patients with OI
type I could introduce either premature-termi-
nation codons for iranslation or aberrant RNA
splicing. Moreover, they thereby reduce the ex-
pression of the COL 141 gene. Mutations introduc-
ing a premature stop codon are the most frequent
cause for a null COLZA4] allele arising either di-
rectly from a point mutation or indirectly from
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a frameshift mutation (Koérkké et al. 1998),
As such, two COLIAI gene mutations identified
in this study were considered as null mutations:
¢.1885delG and p.R237X (Table 1, patients 28
and 4).

The frameshift mutation at position 1885 of
COLIAT was found in a patient with a very mild
Ol type I (Figure 1, patient 28). Single-base
deletions are relatively rare in type I collagen
genes, but many of them have already been de-
scribed as causing OF type L. They tend to occur in
the common sequence context of CCC CCT
(Korkka et al. 1998), although this is not a charac-
teristic of the deletion found in this study.

The nonsense mutation p.R237X converts
a codon for arginine to a premature stop codon in
nucleotide 1243, producing 2 truncated protein
(Figure 1, patient 4). As previously reported by
Korkkd et al. {1998), the majority of the mutations
that converted the arginine codon CGA to the pre-
mature stop codon TGA was found in the se-
quence context of G/CCC CGA GG/T m
the COLIAJ gene. The p R237X identified in this
study is in such a sequence (GCC CGA GG).
This mutation was found in a patient who had been
clinically diagnosed as having OI type IV, but
other cases of this same alteration are described in
patients with Ol type 1 (Redford-Badwal et al.
1996, Willing et al. 1996). Variable phenotypic
outcomes were observed in unrelated cases bear-
ing the same mutation also by Zhuang et al,
{1996).

No mutations were found in the remaining
7 patients, even though they present the typical
clinical features of OI. Probably these patients
have mutations on the COL142 gene, which was
not analyzed in this study but is equally involved
with this disease.

Finally, as expected, there are no predominant
mutations in Brazilian Of patients in the COL1A47
gene. The lack of a small cluster of nusations
in Ol, combined with the fact that mutations are
scattered throughout the gene and their private na-
ture in each family, makes mutational analysis
an expensive and labor-intensive process. Any-
way, the description of novel mutations and their
correlation with phenotype may definitely con-
tribute to the disease prognosis.
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