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RESUMO

O presente trabalho aborda como questéo central o estudo do conjunto de
doengas genéticas conhecido como displasias esqueléticas. Apesar de
individualmente raras, coletivamente as displasias esqueléticas representam uma
importante causa de mortalidade perinatal. A maioria das anormalidades nesse
grupo é de origem monogénica, podendo ser herdada de forma dominante,
recessiva ou ligada ao X. Atualmente, s&o reconhecidas mais de 450 displasias
esqueléticas distintas, com quase metade apresentando manifestagdes antes do
nascimento. Esse € o caso da displasia campomélica, uma doenga autossdmica
dominante grave e geralmente letal do sistema esquelético que ocorre devido a
mutacdées no gene SOX9, um importante regulador do desenvolvimento
embrionario. Para esse grupo de displasias de identificagdo pré-natal, o
diagndstico precoce e acurado é fundamental para o correto manejo da gravidez e
planejamento clinico poés-natal, além de ser imprescindivel para o

aconselhamento genético.

O presente estudo relata a caracterizacdo clinica e molecular de uma
coorte brasileira de doze pacientes com displasia campomélica. Além de
apresentar dados clinicos sobre os pacientes estudados, esse trabalho identificou
sete novas mutagbes no gene SOX9, nunca antes descritas, associadas a

displasia campomélica.

Sao apresentados ainda dados referentes a caracterizacdo clinica dos
casos de displasia esquelética com detecgao pré-natal identificados no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre em um periodo de 20 anos. Foram identificados 33
casos, com frequéncias de condi¢des especificas de acordo com a literatura
médica. Entretanto, ndo foram detectadas melhorias no diagndstico pré-natal das
displasias esqueléticas em anos mais recentes, como observado em diversas
coortes de outros paises. Somam-se a esse trabalho dois relatos de casos de
pacientes incluidos no estudo que abordam a utilizagcdo do diagnostico genético
pré-implantacional e da tomografia computadorizada com reconstrugédo

tridimensional em casos de displasia esquelética.
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Por fim, esse estudo € concluido com a apresentagdo de uma proposta
para o melhoramento do diagndstico de displasias esqueléticas no Brasil.
Fundamentado por uma vasta literatura especializada, esse manuscrito final
apresenta algoritmos diagndsticos simples que podem ser incorporados na pratica
clinica de instituicbes e servicos de medicina fetal visando a identificacdo pre-
natal mais precisa de condi¢gdes do espectro das displasias esqueléticas.

Em concluséao, espera-se que o presente trabalho possa contribuir para um
maior entendimento a respeito do imenso e heterogéneo grupo das displasias
esqueléticas. Estudos futuros serdo decisivos no estabelecimento de melhores
praticas clinicas e laboratoriais no que diz respeito a pacientes diagnosticados

com displasias esqueléticas e seus familiares.
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ABSTRACT

The present work aims at studying the group of genetic diseases known as
skeletal dysplasias. Although individually rare, collectively the skeletal dysplasias
represent an important cause of perinatal death. The majority of abnormalities in
this group is of monogenic origin, and may be inherited as dominant, recessive, or
X-linked conditions. Currently, over 450 skeletal dysplasias are recognized, with
almost half of them manifesting antenatally. This is the case for campomelic
dysplasia, a severe, usually lethal autosomal dominant skeletal disease that arises
from mutations in SOX9, a major regulator of embryonic development. For this
group of dysplasias with prenatal identification, the early and accurate diagnosis is
pivotal for proper management of pregnancy and postnatal clinical planning,

besides being invaluable for genetic counseling.

This study reports the clinical and molecular characterization of a Brazilian
cohort of 12 campomelic dysplasia patients. Besides the presentation of clinical
data, this work has identified seven new SOX9 mutations, never reported before,

and associated to campomelic dysplasia.

Data are also presented here regarding the clinical characterization of
skeletal dysplasia cases with prenatal detection identified at Hospital de Clinicas
de Porto Alegre during the last 20 years, in order to better understand the local
singularities and frequencies of this congenital malformation group. Thirty-three
skeletal dysplasia cases with prenatal identification and postnatal radiological
confirmation were identified, with frequencies of specific conditions being in
agreement with the medical literature. However, improvements in the prenatal
diagnosis of skeletal dyspalsias in recent years were not observed, as is reported
for several cohorts in other countries. Two case-reports of patients included in this
study add up to this work, which relate the use of pre-implantation genetic
diagnosis and computed tomography with tridimensional reconstruction in cases of
skeletal dysplasias.
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Finally, this work is concluded with the presentation of a proposal for the
improvement of the diagnosis of skeletal dysplasias in Brazil. Based on a vast
specialized literature, this final manuscript presents diagnostic algorithms that
could be incorporated in the clinical practice of fetal medicine institutions and
services, aiming to a more accurate prenatal identification of conditions from the
skeletal dysplasia spectrum.

In conclusion, it is expected that this work will contribute to a better
understanding towards the vast and heterogeneous group of skeletal dysplasias.
Future studies will be decisive to the establishment of better clinical and
laboratorial practices regarding patients diagnosed with a skeletal dysplasia and

their relatives.
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1 - INTRODUGAO

1.1 — Classificagao e diagnéstico das osteocondrodisplasias

Dentre as anomalias congénitas que podem afetar o ser humano, as
displasias se caracterizam por alteragdes na organizagao primordial de tecidos
corporais, enquanto as malformacdes sdo definidas como defeitos morfolégicos
de 6rgaos, partes de 6rgaos ou de regides corporais maiores que acarretam em
um processo fisiolégico intrinsecamente anormal. No ambito do sistema
esquelético, utiliza-se o termo displasia esquelética para denominar as desordens
do desenvolvimento dos tecidos o&sseos e cartilaginosos. As displasias
esqueléticas, ou osteocondrodisplasias (OCDs), diferenciam-se conceitualmente e
fisiologicamente das disostoses — anomalias em o0ssos isolados ou em
combinagdo — e das disrupgdes, em que se observam alteragcbes Osseas
secundarias a ingestdo de substancias teratogénicas ou a agentes infecciosos
(Spranger et al., 2002).

O processo de desenvolvimento do sistema esquelético, assim como dos
demais componentes corporais, depende da expressao regulada de grupos de
genes especificos. Diferentes fatores de transcri¢cao, intermediarios de sinalizag&o
e proteinas efetoras sdo expressos em quantidades definidas e em periodos
embrionarios criticos para a promogao de proliferacdo, migracdo e condensagao
mesenquimal, apoptose, diferenciacido e especializacdo das células componentes
de cada tecido. No que concerne ao sistema esquelético, mutagcbes em genes
com expressao transitéria durante o inicio da organogénese — por exemplo, em
genes homedticos que definem padrdes de desenvolvimento — resultam mais
comumente em disostoses, afetando segmentos isolados do embrido. Em
contrapartida, defeitos na expressédo de genes de sinalizagdo permanente apds a
organogénese (com inicio pré-natal e manutengcdo poés-natal) levam, de forma
geral, a quadros de displasia, em que toda a formacédo de tecidos Osseo-
cartilaginosos € afetada (Spranger et al., 2002).

As OCDs compreendem um grande grupo de doengas genéticas que

produzem alteragcdes no crescimento e/ou nas propor¢des corporais. Atualmente,
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sao reconhecidas cerca de 450 OCDs distintas, com aproximadamente metade
delas apresentando manifestagdo ao nascimento; destas, um numero
consideravel é letal (Warman et al, 2011). Embora individualmente raras, as
OCDs tem grande relevancia como grupo de anomalias congénitas, devido a sua
importante morbimortalidade na infancia. A prevaléncia coletiva das OCDs é de
aproximadamente um caso para cada 5.000 nascimentos, com uma concentragiao
muito maior entre natimortos. Recentemente, estimou-se uma prevaléncia de 3,2
para cada 10.000 nascimentos na América do Sul (Barbosa-Buck et al., 2012).
Quanto ao padrdo de heranca, existem OCDs autossOmicas dominantes,
autossOmicas recessivas e ligadas ao sexo. A classificagdo das OCDs é revisada
periodicamente a partir da evolugdo do conhecimento na area, sendo atualmente
dividida em 40 familias de desordens que afetam o esqueleto. Do ponto de vista
etiolégico, aproximadamente metade das OCDs descritas ja apresentam bases
moleculares identificadas, subdivididas em grupos génicos que melhor orientam o
estudo clinico e laboratorial (Warman et al., 2011).

Apesar dos grandes avangos no entendimento molecular de diversas
OCDs e da facilidade crescente do sequenciamento de DNA em larga escala, o
estudo radiolégico do corpo inteiro — um exame simples, de baixo custo e
disponivel praticamente em qualquer hospital — continua sendo a investigagéo
complementar essencial para a deteccao dessas doengas. No periodo pré-natal, a
deteccgdo por ultrassonografia possibilita o reconhecimento de uma OCD entre o
segundo e terceiro trimestres de gestagédo. De fato, aproximadamente 40% das
OCDs podem ser diagnosticadas por essa abordagem (Krakow et al., 2009);
entretanto, dificilmente se podem detalhar os tipos especificos de alteracdes
presentes, tornando sempre necessaria a confirmagédo pdés-natal do diagndstico

por exame radioldgico.

1.2 — Iniciativa de uma rede brasileira de auxilio no diagnéstico de displasias
esqueléticas

Em funcdo da grande heterogeneidade clinica e radioldgica das OCDs, a

confirmagdo do diagnostico e a classificagdo adequada dessas doengas
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necessitam da atencdo de um profissional especialista em displasias dsseas,
principalmente quando se leva em conta as OCDs letais, cuja oportunidade de
confirmagdo € muito restrita ao periodo imediato apés o nascimento. Nesse
sentido, o Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(SGM-HCPA) ¢é referéncia regional na iniciativa de estabelecimento da Rede

Brasileira de Displasias Esqueléticas (RBDE; http://www.ocd.fcm.unicamp.br).

Este grupo colaborativo objetiva a identificacdo de OCDs através do fornecimento
de auxilio no diagndstico clinico e molecular. A RBDE contara com profissionais
de diversas regides do Pais especializados em displasias ésseas. Além do
suporte clinico, a Rede propde a caracterizagdo molecular dos casos, uma vez
que certos padroes radiolégicos sdo bastante indicativos de mutagbes em
determinados genes. Para tal, cada centro colaborador devera se dedicar ao
sequenciamento de alguns genes candidatos, de modo a tornar o processo de
diagnostico molecular mais agil e econbmico, evitando que o0s centros
colaboradores invistam na caracterizagdo dos mesmos genes de forma
redundante.

Essa iniciativa nacional contribuira de forma significativa para o
estabelecimento de protocolos de investigagéo pré- e pos-natal das OCDs, a fim
de que se obtenham dados clinicos e radiolégicos que permitam diagndsticos
acurados. Além disso, torna-se possivel disponibilizar aconselhamento genético
para as familias envolvidas, viabilizar estudos moleculares especificos e avaliar a

prevaléncia local dos diferentes tipos de OCDs.

1.3 — Aspectos clinicos da displasia campomélica

A displasia campomélica (OMIM 114290) foi bem caracterizada pela
primeira vez na década de 1970 por Maroteaux e colaboradores, que cunharam o
termo campomelia (do grego “membros encurvados”) para se referir ao
encurvamento do fémur e, ocasionalmente, de outros ossos longos, observado na
maioria dos pacientes analisados (Maroteaux et al., 1971). Caracteriza-se como

uma doenca genética de heranga autossdmica dominante, cujas principais
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manifestagdes clinicas incluem encurvamento dos membros inferiores, fossetas
na pele da porgdo pré- e pos-tibial, insuficiéncia respiratoria associada a
malformagdo da cartilagem traqueobronquial e hipoplasia do térax (usualmente
resultando em morte neonatal), micrognatia, dolicocefalia, fenda palatina, ponte
nasal achatada e baixa implantagdo das orelhas (Spranger et al., 2002). Observa-
se ainda luxagado de quadril, pés tortos e, em aproximadamente 75% dos
pacientes com cariétipo masculino (46,XY), reversdo sexual completa ou, pelo
menos, algum grau de disgenesia gonadal. Dentre as alteracbes mais
frequentemente observadas ao exame radiolégico figuram o encurvamento da
tibia e do fémur, a hipoplasia escapular e vertebral, a presenca de 11 pares de
costelas com térax curto e em forma de sino e a luxagdo de quadril com
hipomineralizagdo do pubis e estreitamento das cristas iliacas (Figura 1). Uma
forma mais branda da doenca tem sido descrita como displasia acampomélica,
em que o achado caracteristico de fémures encurvados ndo esta presente
(Spranger et al., 2002; Gordon et al., 2009). Pacientes com displasia campomélica
também podem apresentar outras anomalias, incluindo auséncia de bulbo
olfatério, defeito de septo ventricular e hipoplasia pancreatica (Akiyama et al.,
2005).
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Figura 1: Manifestagbes clinicas caracteristicas da displasia campomélica.
Radiografias nas posigbes antero-posterior (A) e lateral (B) de um feto masculino de
23 semanas com displasia campomeélica. As alteragbes esqueléticas tipicas incluem
fémures e tibias curvados, 11 pares de costelas e escapulas hipoplasicas. C:
Fotografia do feto evidenciando face pequena e plana com micrognatia e fenda
palatina posterior. Fonte: Servico de Genética Médica, Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.
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Como explicitado anteriormente, as complicagbes respiratorias sdo a causa
mais comum de Obito em casos de displasia campomélica, especialmente durante
os primeiros dias de vida. Entretanto, um grupo significativo de pacientes
apresenta fendtipos mais brandos (displasia acampomélica) e geralmente
sobrevive ao periodo neonatal, podendo chegar a idade adulta sem apresentar
intercorréncias de maior gravidade (Wagner et al., 1994; Smyk et al., 2007,
Lecointre et al., 2009). A quase totalidade dos casos familiares de displasia
campomeélica esta compreendida nesse conjunto de pacientes menos graves,
enquanto que a grande maioria dos casos originados por mutagdo de novo nao
chegam ao primeiro ano de vida (Gordon et al, 2009). Os mecanismos
moleculares da displasia campomélica nesses dois grupos fenotipicos também
sdo geralmente distintos (ver discussao adiante). Nos casos de individuos
acometidos pela displasia campomélica com reversdo sexual ou disgenesia
gonadal, a literatura especializada tem recomendado a realizagdo de
gonadectomia profilatica, visto o elevado risco de desenvolvimento de tumores

originarios da displasia testicular presente (Cost et al., 2009).

1.4 — O fator de transcrigao SOX9: caracterizagao e associagao a displasia

campomélica

1.4.1 — Caracteristicas e fungdes da familia SOX

Convencionalmente, genes que codificam proteinas com similaridade de
sequéncia de pelo menos 60% ao dominio HMG (“High-Mobility Group Box") do
fator de transcrigdo SRY (“Sex-determining Region Y”) sdo denominados de SOX
(“Sry-related HMG Box”) (Schafer et al., 1995). HMG constitui um dominio de
ligagdo ao DNA de cerca de 80 aminoacidos, presente nos membros da
superfamilia de proteinas HMG. Polipeptideos das familias TCF/SOX/MATA tém
afinidade a sequéncias especificas no DNA, enquanto os membros das familias
HMG/UBF ligam ao DNA de forma n&o-especifica (Kiefer, 2007).

Proteinas SOX sao fatores de transcricdo com afinidade pela sequéncia
consenso de nucleotideos (A/T)(A/IT)CAAA/T) G e tém o dominio HMG
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caracterizado pelo motivo de aminoacidos RPMNAFMVW (exceto SRY, que
contém somente o motivo RPMNAF). Em mamiferos, os membros dessa familia
compreendem SOX1 a 15, SOX17, SOX18, SOX21 e SOX30, divididos em nove
subgrupos filogenéticos. SOX9 pertence ao subgrupo SOXE, juntamente com
SOX8 e SOX10. Essas proteinas se ligam a curvatura menor do DNA e causam
uma angulagdo na estrutura da dupla-hélice. Acredita-se que essa angulacdo
facilite a aproximagdo de elementos potencializadores de transcrigao
(“enhancers”), de promotores e de proteinas acessoérias que, coletivamente,
promovem ou inibem a transcrigdo de genes alvo, dependendo do SOX envolvido
(Kiefer, 2007).

As funcdes gerais das proteinas SOX compreendem a regulagdo da
especificacao e diferenciagdo de muitos tipos celulares, sendo que membros de
um mesmo subgrupo geralmente tém fungbes em comum. De fato, diversos
genes SOX tém sido associados a doengas monogénicas (Tabela |) e, até
mesmo, a alguns tipos de neoplasias (Kiefer, 2007). Um mesmo fator SOX pode
mediar processos durante diferentes estagios do desenvolvimento de um tipo
celular. SOX9, especificamente, parece ser importante na formacado de células
especializadas do sistema esquelético, pancreas, intestino, cérebro, rim,
derivados da crista neural, testiculos e valvulas cardiacas (Gordon et al., 2009;
Pritchett et al., 2011). Essa variedade de papéis atribuidos a proteina SOX9 pode
ser apreciada pela grande quantidade de funcbes e processos ja associados a
essa proteina por estudos experimentais (Tabela Il). Na crista neural, a SOX9
contribui de forma decisiva para a transicido epitelial-mesenquimal durante a
migracao das células na fase de maturacdo. De forma geral, verifica-se expressao
de SOX9 em tipos celulares mais primitivos, antes de se observar diferenciacao
terminal e aquisicdo de funcgdes especificas. Apesar da vasta gama de atividades
descritas para esse fator de transcrigdo, ha dois eventos fisiolégicos nos quais a
SOX9 parece ser predominante, atuando como um orquestrador principal de
programas genéticos especificos: o desenvolvimento testicular e a condrogénese
(Gordon et al., 2009) (ver discussao adiante).

Justamente por atuar em vias de diferenciagcdo celular, a expressao

inapropriada do gene SOX9 tem sido associada a certas doengas (Pritchett et al.,
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2011). Em fibroses, escleroses e outras desordens relacionadas — como fibrose
hepatica, glomerulosclerose e calcificagdo vascular — a SOX9 parece promover a
deposicao patoléogica de componentes da matriz extracelular. Além disso,
evidéncias recentes sugerem que a SOX9 possa estar envolvida no
desenvolvimento de neoplasias. Dentre os tumores investigados, identificou-se
correlagcdo entre a atividade do gene SOX9 e canceres de bexiga, ovario,
prostata, intestino, cérebro e pele (Pritchett et al., 2011).

A regulacdo da localizacdo subcelular é fundamental para a correta
atividade de moléculas atuantes em redes génicas do desenvolvimento
embrionario. Em proteinas da familia SOX, existem dois motivos de aminoacidos
correspondentes a sinais de localizagdo nuclear (NLSs) e que se encontram
posicionados em ambas as extremidades do dominio HMG (Sim et al., 2008).
Estruturas do tipo NLS sao caracteristicas de proteinas maiores do que 40 kDa
transportadas ativamente para o nucleo via complexos dos poros nucleares.
Especificamente em SOX9, a NLS C-terminal é caracterizada por uma sequéncia
curta de aminoacidos basicos (PRRR) que se liga com alta afinidade a proteina
importina-B. Associada a SOX9, a importina-f interage com a nucleoporina
RanBP2, localizada na face citoplasmatica dos poros nucleares, que medeia a
translocacao nuclear (Sim et al., 2008). Por outro lado, a NLS N-terminal da SOX9
€ composta de duas regides altamente basicas, separadas por onze aminoacidos
(KRPxxxxxxxxxxxRRK) que interagem, ao menos in vitro, com a calmodulina
(CaM). Quando a concentragao citoplasmatica de calcio atinge certo limiar, a CaM
€ ativada e se liga a proteinas alvo, facilitando a translocagdo dessas moléculas
via poros nucleares por um mecanismo ainda nao totalmente elucidado (Sim et
al., 2008). De modo analogo, proteinas SOX ainda contam com um sinal de
exporte nuclear (NES) pequeno e rico em leucinas, localizado no centro do
dominio HMG. Esse sinal interage com o CRM1, um receptor de exporte nuclear
que se liga a proteinas alvo e as transloca para o citoplasma, possibilitando,
principalmente, a deplegdo nuclear de fatores de transcricdo em momentos
criticos do desenvolvimento, quando estes ndo sdo mais necessarios para a

ativacao de genes alvo (Sim et al., 2008).
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Tabela I: Doengas monogénicas associadas a mutagées em genes da familia SOX

em seres humanos.

Gene Doenga monogénica omMim?®
SRY Reversao sexual 46,XX 1 400045
Reversao sexual 46,XY 1 400044
SOX1 - )
SOX2 Microftalmia sindrébmica 3 206900

SOX3 Retardo mental ligado ao X com deficiéncia isolada de 300123
horménio do crescimento

Pan-hipopituitarismo ligado ao X 312000
SOX4 - -
SOX5 - -
SOX6 - -
SOX7 - -
SOX8 - -

SOX9 Displasia campomélica/ acampomeélica 114290

SOX10 Sindrome de Waardenburg-Shah, variante 602229

neuroloégica (PCWH)

Sindrome de Waardenburg, tipo 2E 611584

Sindrome de Waardenburg, tipo 4C 613266
SOX11 - -
SOX12 - -
SOX13 - -
SOX14 - -
SOX15 - -

SOX17 Refluxo vesicoureteral 3 613674

SOX18 Sindrome de hipotricose-linfedema-telangectasia 607823
SOX21 - -
SOX30 - -

@0Online Mendelian Inheritance in Man” (disponivel em www.omim.org); acesso em
Agosto de 2013.
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Tabela I

Classificacdo do “Gene Ontology Database” para localizagbes

subcelulares, fungbes moleculares e processos bioldgicos associados a proteina

SOX9 de Homo sapiens por evidéncias experimentais (excluindo-se inferéncias

in silico e por homologia com proteinas de outras espécies).

Registro Descritor® Ontologia
G0:0019933 Sinalizacdo mediada por cAMP Processo biologico
GO0:0071347 Resposta celular a interleucina-1 Processo biolégico
G0:0071300 Resposta celular a acido retinoico Processo bioldgico
G0O:0071560 Resposta celular a estimulo por TGF-f3 Processo bioldgico
GO-0003413 leerenclagao con.d.roc:|t~|ca envolvida na Processo biolégico

formacéao de ossificagao endocondral
G0O:0006338 Remodelagao de cromatina Processo biologico
G0:0008584 Desenvolvimento da gbnada masculina Processo biologico
G0:0043066 Regulagao negativa de apoptose Processo bioldgico
) Regulagéo negativa de transcrigdo o
G0:0045892 dependente de DNA Processo bioldgico
G0:0006334 Formacéao de nucleossomos Processo biolégico
GO-0061036 Regulagao positiva <_jo desenvolvimento da Processo bioldgico
cartilagem
G0O:0008284 Regulacgéao positiva da proliferagao celular  Processo biolégico
GO:0032332  Hegulagao positiva da diferenciacdo . oocqh hiologico
condrocitica
GO-0010634 Regulagao posﬂn;ap&l:”r:ig;ragao de células Processo biolégico
GO:0050679  Regulagdo positiva da proliferagao de oo hiologico
células epiteliais
GO:2000020 Regulagao po§|t|va do desepvolwmento da Processo biolégico
gbnada masculina
G0:2000741 Regula,gao positiva da dlfereq0|agao de Processo bioldgico
células-tronco mesenquimais
GO-0045944 Regulagéo positiva da transgrlgao a partlr Processo biolégico
de promotores para RNA polimerase tipo |l
i Regulacéao positiva da transcrigao e
G0:0045893 dependente de DNA Processo bioldgico
G0:0030850 Desenvolvimento da prostata Processo biologico
G0:0006461 Formacao de complexos proteicos Processo bioldgico
GO0:0010564 Regulagao do ciclo celular Processo biologico
GO:0001501 Desenvolvimento do sistema esquelético  Processo biolégico
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Tabela Il (continuacéo):

Registro Descritor® Ontologia
G0:0005634 Nucleo Componente celular
G0:0043234 Complexos proteicos Componente celular
G0:0003682 Ligagao a cromatina Funcao molecular
GO:0001046 ' romotor central de ligagao ac DNA Funco molecular

sequéncia-especifica
G0:0035326 Ligagao de ‘enhancers’ Fung¢ao molecular
G0:0005515 Ligagao de proteinas Funcao molecular
GO-0034236 Ligagao a subunlda_de catalitica da proteina Funco molecular
quinase A
Atividade de fator de transcrigao por ligagcéo
) sequéncia-especifica a regiao central ~
G0:0001077 promotora da RNA polimerase tipo II, Fungao molecular
envolvida na regulagao positiva da

Atividade de fator de transcrigao por ligagcéo

G0:0003705 sequéncia-especifica a ‘enhancers’ distais Funcado molecular
de RNA polimerase tipo |l

GO-0003700 Atividade de fator de transcri¢ao por ligagcao Funcdio molecular

sequéncia-especifica

®De acordo com o "Gene Ontology Database" (disponivel em www.geneontology.org);
acesso em Agosto de 2013.
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1.4.2 — Associagado do gene SOX9 a displasia campomélica

No inicio da década de 1990 iniciou-se a investigacdo molecular de
pacientes afetados pela displasia campomélica. Um dos estudos pioneiros nesse
tema identificou, pela analise de cari6tipos, trés pacientes com translocacbes
balanceadas em que segmentos do cromossomo 17 estavam sempre envolvidos
(Tommerup et al., 1993). Uma analise mais refinada desses casos propés a
existéncia de um Jocus para a displasia campomélica na porg¢ao terminal do bracgo
longo desse cromossomo, entre as regibes compreendidas entre as bandas
17924.3 e 17925.1. Apenas alguns meses apos a divulgagdo desses achados,
duas investigagcdes independentes refinaram o mapeamento cromossdémico da
displasia campomélica, mostrando que mutagbées no gene SOX9 estavam
associadas ao fendtipo observado nos pacientes (Foster et al. 1994; Wagner et al.
1994). No conjunto, os dois trabalhos evidenciaram alteracbes na regido
codificante ou nas fronteiras éxon/intron de SOX9 em seis pacientes com
achados tipicos de displasia campomélica. Interessantemente, todos os
individuos 46,XY analisados apresentavam genitalia externa feminina. Com isso,
parecia sensato supor que essa proteina deveria ser responsavel, pelo menos em
parte, por aspectos centrais do desenvolvimento das gbnadas e dos componentes
do sistema esquelético. De fato, linhas de investigacdo do gene SOX9 durante as

ultimas duas décadas tém corroborado essa hipotese (ver discussao adiante).

1.4.3 — SOX9: organizacgao do locus e implicagdes fisiologicas e patologicas

Apesar do SOX9 ser um gene pequeno, composto somente de trés éxons,
e compreender pouco mais de 5 kb de DNA, cada vez mais estudos tém apontado
a existéncia de uma vasta regido regulatoria tanto a montante (“upstream”; porgéo
5’) como a jusante (“downstream”; por¢cao 3’) do gene (Gordon et al., 2009). De
fato, diversos elementos regulatérios — em sua maioria “enhancers” que definem
expressao tecido-especifica — parecem estar distribuidos por cerca de dois
milhdes de pares de bases (2 Mb) ao redor do SOX9 (Figura 2). Essas

observagbes tém desafiado a definicdo classica do que constitui um gene e

25



elevam SOX9 a categoria dos genes mais extensamente regulados do genoma
humano, como verificado para os importantes genes homeoticos da familia HOX
(Tschopp e Duboule, 2011).

Um dos primeiros estudos a investigar as vizinhangas genémicas do SOX9
construiu dois cromossomos artificiais de levedura (YACs) contendo diferentes
quantidades de DNA localizadas a 5 do gene, a fim de estudar a capacidade
regulatoria dessas sequéncias (Wunderle et al., 1998). Especificamente, dois
YACs contendo 75 kb (YAC-75) e outro 350 kb (YAC-350) de DNA a montante do
SOX9, associados a genes repérteres, foram inseridos em camundongos € 0s
padroes de expressao tecidual foram analisados. Desse modo, foi possivel
determinar que os 350 kb de sequéncias nucleotidicas imediatamente a montante
do SOX9 sao quase totalmente suficientes para se reproduzir o comportamento
transcricional do gene de modo similar ao observado em animais do tipo
selvagem. Enquanto o YAC-75 nao foi capaz de direcionar a expressao génica do
gene reporter para tecidos como o processo mandibular, o segundo arco
branquial, as costelas, as vértebras cervicais e os ossos longos, o YAC-350
possibilitou um padrao de expressdo completo (similar ao normalmente observado

para o SOX9), a excegao dos testiculos (Wunderle et al., 1998).
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Figura 2: Diagrama do contexto genémico do locus do gene SOX9. No esquema, estdo
representados cerca de dois milhdes de pares de bases nucleotidicas a montante (5°) e a
jusante (3’) da regiao codificante do SOX9. Os genes adjacentes ao SOX9 compreendem
0 KCNJ2 na extremidade centromérica (cen) e SLC39A11 na extremidade telomérica
(tel). Regides em cinza denominadas A, B e C representam porgdes de translocagbes
cromossOmicas identificadas em pacientes com displasia campomélica sem mutagdes na
regidao codificante de SOX9, sugerindo que essas regides provavelmente contém
sequéncias importantes para a regulagdo da expressdo de SOX9 em diferentes tecidos.
Potencializadores de transcricao (‘enhancers’) identificados por expressdo de gene
repérter em camundongos estao representados pelos elementos ‘enhancers’
mesenquimais mandibulares e testicular, e E1, E3 e E7, caracterizados pela expressao

tecido-especifica do SOX9 em camundongos. Modificado de (Gordon et al., 2009).
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Elementos regulatérios ainda mais distantes da porgao codificante do
SOX9 tém sido sugeridos, como € o caso do possivel “enhancer” SOX9cref,
localizado a 1,1 Mb a montante do SOX9 (Bien-Willner et al., 2007). Quando
clonado em associacdo direta com o gene em linhagens celulares de
condrossarcoma, o SOX9cre1 foi capaz de induzir um aumento de duas vezes na
expressao do SOX9. Por outro lado, ndo se observou esse efeito em células nao-
condrociticas Hela, sugerindo que fatores celulares especificos interagem com
essa sequéncia regulatéria. De fato, os autores que primeiro caracterizaram esse
elemento mostraram que o SOX9cre1 interage com o fator de transcricao GLI1 —
um dos principais intermediarios da via de sinalizagdo HH, importante no
desenvolvimento embrionario de diversos tipos celulares — e que essa associagao
s6 é observada em células da linhagem condrocitica (Bien-Willner et al., 2007).

SOX9 exerce também papel fundamental sobre a determinagdo e
diferenciagao dos testiculos (ver segéo 1.3.5 — SOX9 e o desenvolvimento sexual
masculino); entretanto, apesar da aparente abundancia de elementos regulatérios
para a expressdo do SOX9 em muitos tecidos, a identificacdo de sequéncias que
determinam especificidade de transcricdo testicular parece ser bem mais
desafiadora. Um dos primeiros estudos a avaliar essa questdo analisou uma
regiao de DNA a 10 kb a montante do Sox9 em camundongos, em que se
identificou um “enhancer” de 3,2 kb denominado TES (“testis-specific enhancer of
Sox9”) (Sekido e Lovell-Badge, 2008). Esse elemento, em especial sua por¢ao
central conservada denominada TESCO, foi capaz de interagir com moduladores
da diferenciagcdo sexual masculina, estabelecendo altos niveis de expresséo de
Sox9 necessarios para a conversdo das gbnadas primordiais em testiculos
(Sekido e Lovell-Badge, 2008). Ainda que essas evidéncias em modelos animais
sejam bastante promissoras, analises de cariétipos de pacientes com diferentes
graus de dismorfismo sexual desafiam a determinacgdo clara de um “enhancer”
testicular para o SOX9 (ver a secao 1.4.2 - SOX9: identificagdo de mutagdes fora
da regido codificante) (Gordon et al., 2009). Dentre esses individuos, alguns
apresentam translocacdes e delegdes cromossémicas que afetam a regido
putativa TES, mas muitos outros casos de translocagdo deixam essa regido

intacta, levando as hipdteses (i) da presengca de “enhancers” adicionais
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responsaveis pela expressao testicular do SOX9, ou (ii) da associagao de outros

elementos regulatérios mais globais com TES (Gordon et al., 2009).

1.4.4 — SOX9 e a indugao da condrogénese

1.4.4.1 — Aspectos gerais

A formacéao do esqueleto humano e de outros mamiferos representa a agao
conjunta de dois processos de desenvolvimento: ossos chatos do cranio e da
clavicula s&o formados por ossificacdo intramembranosa (sem molde
cartilaginoso), enquanto que os demais 0ssos sofrem o processo de ossificagdo
endocondral (Kiefer, 2007). Nessa via de ossificagdo endocondral, células
precursoras chamadas de osteocondroprogenitores sdo geradas a partir de
aglomerados densos de células da crista neural ou do mesoderma, conhecidos
como condensag¢des mesenquimais (Long e Ornitz, 2013). Através de estimulos
do meio extracelular, essas células mais primarias se diferenciam em condrdcitos
e comegam a secretar uma matriz extracelular especifica de cartilagem. Nas
placas de crescimento, os condrdcitos passam por um processo de proliferacéo
unidirecional que culmina na formag&o de colunas condrociticas. A seguir, ha a
promogao da saida do ciclo celular, seguida de uma fase de hipertrofia.
Finalmente, um programa de morte celular é acionado, resultando em uma matriz
celular cartilaginosa com “moldes”, correspondentes aos espagos antes
preenchidos por condrécitos (Kiefer, 2007). Em passos seguintes do
desenvolvimento esquelético, essas lacunas sédo colonizadas por progenitores de
osteoblastos, que utilizam a matriz extracelular cartilaginosa como um guia para a
deposicdo da matriz éssea.

Cada uma dessas etapas de diferenciacdo celular € marcada pela
expressdo de genes distintos, assim como pela secre¢cdo de diferentes
componentes da matriz extracelular. Nesse contexto, o0 SOX9 é o primeiro fator de
transcricdo a atuar na condrogénese (Long e Ornitz, 2013), com marcada
expressdo desde os osteocondroprogenitores até a fase de hipertrofia. Em

camundongos, o Sox9 comega a ser expresso — entre outros tecidos — em futuras
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estruturas 6sseas entre 10 dias pds-coito (dpc) e 13,5 dpc (Wright et al., 1995).
Em culturas de brotos de membros em que Sox9 foi nocauteado (Sox97”),
observa-se que as células mesenquimais ndo sobrevivem até a diferenciagdo em
condrécitos e sao eliminadas por apoptose, resultando em embrides inviaveis com
condrodisplasia severa e generalizada (Akiyama et al., 2002). A proteina SOX9 é
capaz de garantir a diferenciagao de células precursoras em condrocitos por dois
mecanismos principais: (i) ativacdo de genes promotores de cartilagem, e (ii)
inibicdo de genes promotores do desenvolvimento osteoblastico, como o RUNX2
e a B-catenin (Kiefer, 2007).

1.4.4.2 — Genes alvo do SOX9 na condrogénese

O principal componente da matriz extracelular cartilaginosa (cerca de 60%)
€ o colageno tipo do I, formado por trimeros de colageno a1(ll). Consistente com
seu papel central na condrogénese, o gene do colageno tipo Il (COL2A7) € um
dos principais alvos transcricionais da SOX9 (Ng et al., 1997). SOX9 é capaz de
se ligar a sequéncia de nucleotideos consenso SOX/SRY AACAAT presente em
um “enhancer” no primeiro intron do COL2A1 e promover sua expressao (Bell et
al., 1997). Outros tipos de colageno caracteristicos da matriz de cartilagem, como
os colagenos tipos IX e Xl (COL9A2 e COL11A2) também tém sua expresséo
direcionada por homodimeros da SOX9 que se associam a sequéncias
regulatorias especificas (Bernard, 2003). COL27A1 (colageno tipo XXVII), ACAN
(agrecan), MATN1 (matrilina 1), COMP (proteina oligomérica de matriz
cartilaginosa), ST00A1 e S100B (proteinas S100 de ligagdo ao calcio A1 e B,
respectivamente) sdo também genes importantes para a indugdo do fenétipo
condrocitico e cujas expressdes sao SOX9-dependentes (Saito et al., 2007;
Pritchett et al., 2011). Adicionalmente, a SOX9 é necessaria para a expressao do
SOX5 e SOXB6, dois genes ativos desde o inicio da condrogénese (Akiyama et al.,
2002) e que, coletivamente, sdo conhecidos como o trio SOX de regulagdo da
maturacdo da cartilagem. Pertencentes ao subgrupo SOXD, as proteinas L-SOX5
(variante longa de SOX5) e SOX6 apresentam a capacidade de se homo- e/ou

heterodimerizar, ligando-se a sequéncias HMG-especificas no DNA. Nesse
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sentido, é possivel que L-SOX5 e SOX6 facilitem a ligagcdo da SOX9 a genes
alvo, atuando como promotores de mudangas conformacionais locais na estrutura
do material genético (Kiefer, 2007) (Figura 3).

Como mencionado anteriormente, a inibicdo de genes promotores da
diferenciacdo de osteoblastos durante os estagios iniciais da condrogénese
também é uma fungdo importante da SOX9 para o correto desenvolvimento do
processo de ossificacdo endocondral. A SOX9 é capaz de exercer essa atividade
principalmente pela inibicdo do RUNX2, fator de transcrigdo central do programa
génico de maturagéo de células dsseas. Nesse sentido, o dominio HMG da SOX9
interage fisicamente com a RUNX2, reduzindo sua capacidade de ligar a seus
elementos cis-responsivos (Zhou et al., 2006), e o direcionando a uma via de
degradagao lisossomal dependente de fosforilacdo (Cheng e Genever, 2010).

Em camundongos, verificou-se ainda que a Sox9 ativa a expressdo de
Bapx1 (também conhecido como Nkx3.2, outro gene codificante de um fator de
transcricdo relevante na formacgao do sistema esquelético) resultando na inibigao
da transcricdo de Runx2 por um complexo proteico organizado por Bapx1
(Yamashita et al., 2009). Modelos nocaute para Bapx1 reforcaram essa hipotese,
ja que, na auséncia de expressao desse gene, observou-se aumento da atividade
de Runx2 e de colageno tipo X (Col10a1, um dos principais marcadores da
osteogénese). SOX9 consegue ainda inibir a transcricdo do colageno tipo |
(COL1A1), outra proteina estrutural majoritaria no tecido 6sseo plenamente

desenvolvido (Tew et al., 2007).
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Figura 3: Papel do fator de transcricao SOX9 na determinagéo da linhagem condrocitica.
A SOX9 garante o direcionamento inicial de células mesenquimais indiferenciadas ao
desenvolvimento de progenitores osteocondrais. Em passos seguintes da diferenciagao,
as proteinas SOX5 e SOX6 auxiliam na estabilizagao e ativacdo da SOX9. Finalmente, a
SOX9 inibe a passagem de condrécitos em proliferagéo para a condi¢gao de hipertrofia e
calcificagao, garantindo que o tecido adquira um numero adequado de células antes do

processo de ossificagao ser iniciado. Fonte: (Akiyama et al., 2002).
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Além dos alvos transcricionais correspondentes a proteinas, recentemente
se tem investigado o papel da SOX9 na indugdo de micro RNAs (miRNAs). Esses
pequenos RNAs nao-codificantes tém a capacidade de regular a expressao
génica através da degradacdo de um RNA mensageiro (MRNA) alvo e/ou da
repressao da traducdo do mRNA por interacdo com nucleotideos da sequéncia 3’
nao-traduzida do mRNA (Nakamura et al., 2012). A ativagado de pelo menos dois
miRNAs ja foi identificada como sendo SOX9-dependente: miR-140 (Nakamura et
al., 2012) e miR-675 (Dudek et al., 2010). Ambos sdo fortemente expressos na
cartilagem em desenvolvimento e parecem auxiliar na regulagcdo de genes
centrais da maturag&o condrocitica, como observado na correlagdo positiva entre
miR-675 e os niveis de COL2A1 (Nakamura et al., 2012).

Por outro lado, a cessagao da atividade da SOX9 em estagios finais da
maturacao condrocitica é fundamental para que os moldes endocondrais de
cartilagem sejam substituidos por células 6sseas (Long e Ornitz, 2013) (ver Figura
3). Um dos estudos mais relevantes a abordar esse ponto mostrou, em
camundongos, que a expressao indevidada do Sox9 pode levar quase a auséncia
de medula 6ssea nos animais, com invas&do vascular extremamente retardada
(Hattori et al., 2010). Condicionando-se a expressao do Sox9 ao promotor de
Col10a1 (de modo a induzir a expressao tardia do Sox9), os autores verificaram
uma alta atividade da Sox9 em condrdcitos hipertréficos; mais do que isso, foi
possivel mostrar que a Sox9 é capaz de inibir a expressao do Vegfa, um gene
essencial para a promogao da invasdo vascular, formacdo da medula 6ssea e

finalizacdo do processo de ossoficacdo endocondral.

1.4.4.3 — Regulagao transcricional do SOX9 na condrogénese

Uma vez que a SOX9 influencia a expressédo de inumeros genes da via de
ossificagdo endocondral, ndo parece surpresa haver tantas descricoes de
mecanismos moleculares que regulam a atividade desse fator de transcricéo
(Long e Ornitz, 2013). Durante sua transcrigcdo, o SOX9 sofre agao de diferentes
sistemas reguladores do desenvolvimento embrionario, garantindo sua correta

expressao tanto espacial- como temporalmente.
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Um dos grandes grupos de proteinas que regulam o SOX9 é aquele
correspondente as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs). BMPs sdo membros
da superfamilia do fator de crescimento tumoral B (TGFB), essenciais para a
formagcdo e manutencdo de condensagbes mesenquimais condrogénicas.
Comumente, os BMPs ligam-se a heterodimeros de receptores especificos e
ativam, por fosforilagdo, duas vias principais de sinalizagéo intracelular: (i) a via
das SMADs (pequenas proteinas de interacdo nuclear), e (ii) a via das MAPKs
(proteinas quinases ativadas por mitégenos) (Pan et al., 2008). Em ambos os
casos, a ativacdo de componentes dessas rotas resulta no desencadeamento de
programas génicos especificos da condrogénese. Nesse contexto, estudos in vitro
mostraram que BMP-2 parece ser capaz de se associar a regido promotora do
SOX9 e regular diretamente — e, indiretamente, via SMADs e a proteina quinase
P38 — sua expressao (Pan et al., 2008). A estimulagao direta pelo TGF também
€ necessaria para a diferenciacdo dos condrocitos a partir de células-tronco
mesenquimais. Nessa via, o SOX9 pode sofrer agcdo da proteina histona
acetiltransferase P300, que possivelmente propicia a formagdo de um arcabougo
molecular para a ligagao de outros fatores de transcricdo e/ou modula a estrutura
local da cromatina, facilitando o acesso de outros fatores ao locus do SOX9
(Furumatsu et al., 2009).

Os fatores de crescimento dos fibroblastos (FGFs) e seus receptores de
superficie celular (FGFRs) também exercem papel fundamental na regulagéo da
expressdo do SOX9. Os FGFs atuam na condrogénese principalmente por
antagonismo a sinalizagdo dos BMPs, o que resulta em um balango entre essas
duas vias para o correto desenvolvimento da cartilagem (Long e Ornitz, 2013).
FGF1 e FGF2 sédo expressos em condrécitos diferenciados e ativam vias de
sinalizagdo de MAPKSs através da ligagdo aos receptores FGFR1 a 4, sendo o
FGFR1 o receptor predominantemente expresso no mesénquima dos membros
até o estagio de hipertrofia dos condrécitos (Murakami et al. 2000a). O FGFR2 e 4
também sao localizados em primérdios de cartilagem, enquanto FGFR3 é restrito
as areas de repouso e de proliferagao da cartilagem. A importancia da sinalizag&o
via FGFs na condrogénese se torna evidente pelo grande numero de displasias
esqueléticas resultantes de mutagdes principalmente em FGFR3, como € 0 caso
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das displasias tanatoféricas | e Il e da acondroplasia (Warman et al., 2011). A
exposicao de linhagens celulares pré-condrociticas e mesenquimais a certos
FGFs €& capaz de estimular a expressdo de SOX9 e, consequentemente,
promover a deposicdo de matriz extracelular composta de colageno do tipo Il
(Murakami et al. 2000a).

Citocinas, como a interleucina 1 (IL-1), e o fator de necrose tumoral a
(TNFa) também participam das etapas de diferenciagdo mesenquimal do tecido
Osseo-cartilaginoso. Nesse caso, essas moléculas sao conhecidas inibidoras do
desenvolvimento de condrécitos que estimulam a sintese de enzimas proteoliticas
e a ativagao da via de sinalizagado do fator nuclear kB (NFkB) (Murakami et al.
2000b). NFkB é um fator de transcrigdo composto de homo- ou heterodimeros de
subunidades de ligacdo ao DNA. Dentre as subunidades mais bem estudadas
estdo a P50 e a P65. Em sua forma ativada, NFkB ¢é translocado para o nucleo e
regula a transcricdo de genes alvo. Utilizando essa estratégia de sinalizagéo, IL-1
e TNFa sdo capazes de inibir a expressao do SOX9, ainda que os detalhes do
mecanismo de acdo do NFkB sobre o gene n&o sejam bem compreendidos
(Murakami et al. 2000b). Consistentes com a enorme complexidade das redes
regulatorias eucaridticas, muitas outras moléculas ja foram implicadas na
modulagdo da condrogénese. Assim, grandes vias de sinalizagdo atuantes no
desenvolvimento embrionario, como as rotas WNT/B-catenina e NOTCH, também
estdo associadas a aquisigao do fenétipo condrocitico via interacbées com o SOX9
(Long e Ornitz, 2013).

Mais recentemente, tem-se descoberto elementos regulatérios nao-
codificantes que podem estar envolvidos na expressdo do SOX9. Um dos casos
mais bem evidenciados € o de miR-145, um miRNA capaz de se ligar a uma
sequéncia especial a jusante da regido codificadora do SOX9 e inibir sua
expressado em estagios terminais da diferenciagado condrocitica (Martinez-Sanchez
et al., 2012). Essa estratégia molecular parece ser especifica do genoma humano,
uma vez que o sitio de ligagdo de miR-145 no SOX9 nao é conservado em outras
espécies. De modo analogo, além de inibir o SOX9, esse RNA nao-codificante
pode favorecer a expressdo de marcadores de hipertrofia condrocitica, como é o
caso do MMP13 (metaloproteinase de matriz 13) e do RUNX2, especialmente nas
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condigdes de hipoxia observadas na cartilagem madura (Martinez-Sanchez et al.,
2012).

1.4.4.4 — Regulagao pos-traducional do SOX9 na condrogénese

Como fator de transcricdo, o SOX9 precisa estar localizado no nucleo das
células para exercer sua fungdo de direcionar a expressdo de genes alvo. Nos
ultimos anos, diversas linhas de evidéncia tém identificado mecanismos que
atuam na regulacdo e manutengao da localizagdo subcelular da SOX9. Uma das
propostas pioneiras é a de que co-ativadores de transcrigdo, como o CBP (“cAMP
response element binding protein”) e o P300, possam manter a SOX9 restringida
ao nucleo (Tsuda et al., 2003). Nesse sentido, a por¢cdo C-terminal da SOX9 é
capaz de interagir com P300 e CBP, ocasionando um aumento da atividade
transcricional da SOX9 sobre o promotor do COL2A1. Entretanto, esse estudo
nao conseguiu determinar uma relagdo causal direta entre a associagao com co-
ativadores e o acumulo nuclear da SOX9 (Tsuda et al., 2003; Sim et al., 2008).

O direcionamento subcelular da SOX9 também parece estar associado a
um equilibrio competitivo entre duas modificagdes pods-traducionais bem
estabelecidas: ubiquitinacédo e sumoilagdo (Sim et al.,, 2008). Na ubiquitinagao,
uma via de sinalizagdo celular conjuga pequenas cadeias polipeptidicas a
proteinas, direcionando-as ao complexo de degradagao proteica do proteossomo.
Por outro lado, a sumoilagdo consiste na adigdo de um pequeno peptideo
chamado SUMO (“small-ubiquitin-related modifier”) a diversas proteinas, fazendo
com que interagdes proteicas sejam alteradas e a localizagdo subcelular da
proteina alvo possa ser modulada. Diferentemente da ubiquitinagdo -
estritamente citoplasmatica e irreversivel — a sumoilagdo € um processo reversivel
que pode ocorrer tanto no citoplasma quanto no nucleo (Sim et al., 2008). Um dos
estudos a analisar essas vias de sinalizacdo identificou, por ensaio de duplo-
hibrido em leveduras, uma interacao funcional entre a SOX9 e a PIAS1 [“protein
inhibitor of activated STAT-1 (signal transducer and activator of transcription)’]
(Hattori et al., 2006). Proteinas da familia PIAS interagem com diversas proteinas

nucleares, atuando como co-reguladores da transcricdo, além de possuir
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atividade E3 SUMO-ligase. As rotas classicas de sumoilagdo s&o realizadas por
um conjunto de ao menos trés enzimas, uma SUMO-ativadora (E1), uma SUMO-
conjugadora (E2) e uma SUMO-ligase (E3); nesse sentido, PIAS1 parece ter a
capacidade de realizar a ultima etapa na adigdo de peptideos SUMO a proteinas
alvo (Hattori et al., 2006). Dos trés residuos de lisina potencialmente alvos de
sumoilagédo (K61, K253 e K398) identificados na SOX9, a lisina na posigao 398
parece ser 0 aminoacido preferido para receber essa alteragao.
Interessantemente, K398 também ¢é o sitio na SOX9 que mais frequentemente
esta sujeito a ubiquitinagdo (Akiyama et al., 2005). Mais do que isso, a sumoilagéao
da SOX9 no citoplasma previne sua ubiquitinagao (Sim et al., 2008) sugerindo um
modelo de atuagdo em que essas duas modificagbes pds-traducionais competem
pela regulacdo da atividade da SOX9: (i) estabilizacdo proteica e aumento da
atividade de transativagao de genes alvo (sumoilagao) e (ii) degradacgéao proteica e
consequente diminuicdo da atividade de transativagdo de genes alvo
(ubiquitinagéo) (Hattori et al., 2006).

Outra modificagao pos-traducional importante é a acetilagao, caracterizada
pela adicdo de grupos acetil a residuos de lisina por proteinas chamadas histona
acetiltransferases (HATSs). As proteinas mais bem caracterizadas por esse tipo de
alteracdo sao as histonas, que de maneira geral, quando acetiladas, promovem a
descondensagao da cromatina associada e possibilitam a ativagao de genes da
regidao gendbmica em questao (Hattori et al., 2008). Por outro lado, a acetilagdo de
fatores de transcricdo pode levar a sua retengcdo nuclear e a mudangas na
ativagao génica por aumento de ligacao especifica ao DNA alvo (Sim et al., 2008).
Em camundongos, identificou-se uma interagcéo entre Sox9 e Tip60, uma HAT que
acetila principalmente histonas tipo H4 e cuja haploinsuficiéncia tem sido
associada a cancer, devido a danos ao DNA (Hattori et al., 2008). Tip60 parece
promover a acetilacdo dos mesmos residuos de aminoacidos que sofrem
sumoilagao e ubiquitinacdo em SOX9, promovendo aumento de sua atividade de
transativagao. Todavia, os autores desse estudo observaram que a interagdo com
Tip60 aumentou a atividade da Sox9 mesmo na auséncia de acetilagéo,
sugerindo que esse mecanismo de regulagado possa ser mais complexo do que se
imagina (Hattori et al., 2008).

37



A SOX9 também ja foi associada a regulagdo por fosforilagéo.
Especificamente, evidéncias sugerem que um residuo de serina na posigdo 181
da SOX9 é fosforilado pela proteina quinase Rho (ROCK), importante na
regulagdo da dindmica da actina e do formato celular (Haudenschild et al., 2010).
Interessantemente, a Ser181 esta localizada adjacentemente ao sinal de importe
nuclear C-terminal da SOX9 e sua fosforilagdo poderia contribuir com uma carga
negativa para o sinal de importe nuclear, o que facilitaria a ligagdo da SOX9 a
proteina translocadora importina-B. Desse modo, haveria um aumento da SOX9
no nucleo independente das taxas de transcricdo e tradugcdo da SOX9, o que
poderia ser importante para a regulacdo de suas fungdes. Dois estimulos
extracelulares podem estar implicados na promogéao da fosforilagdo da SOX9 em
condrécitos em diferenciagao: exposi¢cao ao TGF- e estimulagdo mecanica, que
parecem ser capazes de elevar a expressdao da ROCK nesses tipos celulares
(Haudenschild et al., 2010). Além desse mecanismo, o peptideo relacionado ao
horménio paratirecideano (PTHrP), um dos principais fatores paracrinos
expressos por condrécitos proliferativos, também pode estar envolvido na
fosforilagdo da SOX9. O PTHrP parece promover um atraso na fase de hipertrofia
condrocitica, principalmente por ativagcdo da sinalizagcdo dependente de cAMP,
aumentando a atividade da SOX9 através da fosforilacédo da Ser181 (Huang et al.,
2001).

Finalmente, tem-se descoberto nos ultimos anos que a via de sinalizagao
Wnt, importante reguladora de programas génicos do desenvolvimento
embrionario, esta envolvida de forma crucial na regulagdo da fungdo da SOX9.
Um dos estudos pioneiros nessa area identificou uma interagao fisica e funcional
entre a SOX9 e a B-catenina, um dos principais efetores da via Wnt (Akiyama et
al., 2004). Os autores demonstraram um mecanismo regulatério de antagonismo
entre as duas proteinas, com efeitos marcantes no desenvolvimento de células
condrociticas. De fato, tanto a expressao desproporcionalmente aumentada da
Sox9, como a inativacdo da (-catenin, deram origem a camundongos com um
fendtipo marcante de nanismo com baixa proliferagcdo de condroécitos e atraso na
fase de hipertrofia. Por outro lado, a inativacdo da SOX9 ou a estabilizacdo pds-

traducional da [-catenina contra degradagdo proteolitica também geraram
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animais com condrodisplasia severa. Esses achados sugerem fortemente o
estabelecimento de um balango preciso entre as concentragdes de ambas as
proteinas para o correto desenvolvimento esquelético. Nesse sentido, observou-
se que a SOX9 inibe a B-catenina por desfavorecer sua ativagao e estimular sua
degradagao pelo complexo proteossomo. Contrariamente, (B-catenina interage
fisicamente, através de repeti¢des polipeptidicas do tipo “armadillo”, com a por¢ao
C-terminal da SOX9, diminuindo a habilidade de transativacdo de genes alvo

desse fator de transcricdo (Akiyama et al., 2004).

1.4.5 — SOX9 e o desenvolvimento sexual masculino

No desenvolvimento sexual de mamiferos, os embrides inicialmente
possuem o que se denomina de génada bipotente, que pode ser direcionada tanto
a diferenciacdo de estruturas sexuais femininas como masculinas (Kiefer, 2007).
O inicio do desenvolvimento testicular ocorre com a translocagéao da proteina SRY
para o nucleo, o que causa a diferenciagao das gbnadas primordiais por ativagao
do programa celular de desenvolvimento testicular e por inibicdo do programa
ovariano (Sim et al., 2008). O gene SRY humano é composto de um unico éxon
que codifica uma proteina de 204 aminoacidos com dominios N-terminal, HMG de
ligagdo ao DNA (79 aminoacidos) e C-terminal (Xu et al, 2012). Em
camundongos, a Sry contém um dominio C-terminal de ativagdo de transcrigdo
que € necessario para o desenvolvimento masculino, mas isso ndo € observado
no homologo humano, sugerindo que SRY deve funcionar a partir de interagbes
com co-ativadores transcricionais (Xu et al., 2012). Contudo, poucos alvos
génicos da SRY ja foram identificados, dificultando o estabelecimento de um
modelo de programa génico mais elaborado para a determinagdo sexual em
mamiferos. O SRY é expresso pela primeira vez na sétima semana de gestagao e
mantém-se expresso nas gbnadas até a vida adulta, o que sugere funcgdes
adicionais além daquela no desenvolvimento testicular (Sim et al., 2008).

O primeiro tipo celular especifico masculino a se diferenciar a partir da
gOnada bipotente sao as células de Sertoli, que povoam os corddes testiculares.

Estudos recentes identificaram que a SOX9 se comporta como um fator de
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transcricdo primordial e imprescindivel para a formagao dos testiculos. Nesse
sentido, caracterizou-se, em camundongos, uma associagao sinérgica de Sry e
Sf1 (fator esteroidogénico 1) sobre uma sequéncia regulatoria de Sox9 (Sekido e
Lovell-Badge, 2008). Os autores desse estudo demonstraram que a Sry e a Sf1
se ligam a um “enhancer” de Sox9 especifico para direcionar sua expressao nas
gbnadas em desenvolvimento. Quando a expresséao transiente de Sry cessa, apos
alguns dias de vida embrionaria dos camundongos, Sf1 se associa a Sox9 e
ambas atuam também de modo sinérgico nessa sequéncia do locus do Sox9 para
continuar mantendo altos niveis de sua propria expressao (Sekido e Lovell-Badge,
2008). A SOX9 comecga a ser expressa no citoplasma das células somaticas de
ambos os sexos durante os estagios iniciais da embriogénese humana e de
camundongos. Por volta da sétima semana de gestacédo (ou 11,5 dpc, em
camundongos) inicia-se a diferenciacdo sexual, momento em que a SOX9 é
translocada para o nucleo das células de Sertoli em maturagdo, onde é expressa
no sexo masculino até a vida adulta. Contrariamente, nas gbénadas femininas, a
SOX9 permanece no citoplasma das células primordiais € sua expressdo €
rapidamente inibida, direcionando o tecido para o desenvolvimento sexual
feminino (Malki et al., 2005a).

De modo analogo ao que acontece na cartilagem, a SOX9 se comporta
como uma orquestradora da ativacdo de diversos genes que especificam o
fendtipo masculino nos testiculos em desenvolvimento. Um dos principais genes
alvo de SOX9 durante o desenvolvimento gonadal € o AMH, que codifica o
horménio anti-Mulleriano, uma molécula capaz de estimular a regressao dos
dutos Mullerianos, estruturas caracteristicas das gbnadas femininas em formacéao
(Sim et al., 2008). Outro alvo testicular importante da SOX9 é o gene codificante
para o fator esteroidogénico-1 (SF17), necessario para o desenvolvimento das
células masculinas de Sertoli e de Leydig (Sim et al., 2008).

Nas gbnadas, a localizagdo nuclear da SOX9 também é fundamental para
o desenvolvimento sexual masculino, e diversos trabalhos tém relatado
mecanismos de regulagdo do importe e/ou exporte nuclear desse fator de
transcricdo. Um dos primeiros estudos a avaliar essa questao identificou que a

rota enzimatica de formacdo de prostaglandina D sintase/ prostaglandina D2
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facilita o importe da SOX9 para o nucleo de células gonadais em desenvolvimento
(Malki et al., 2005b). Observou-se que a prostaglandina D2 atua na estimulagao
da via cAMP — PKA (proteina quinase A), promovendo a fosforilagdo da SOX9 e
facilitando sua translocagcdo para o nucleo via importina-. A enzima
prostaglandina D sintase (PGDS) tem sua expressao elevada especificamente em
gbnadas masculinas e catalisa o ultimo passo na formagao da prostaglandina D2
(PGD2) (Sim et al., 2008). A PGDS é, provavelmente, também regulada por
SOX09, ja que, pelo menos in vitro, a SOX9 consegue ligar no promotor de PGDS
e ativa-lo (Malki et al., 2005b). Essa observagao sugere que a SOX9 pode ativar a
transcricdo da PGDS a fim de estimular a produgdo da PGD2, que por sua vez
funciona de forma paracrina e/ou autocrina para manter altos niveis da SOX9 por
mecanismos de retroalimentagdo (Sim et al., 2008).

Adicionalmente, fatores de transcrigdo podem ser direcionados ao nucleo
via rede de microtubulos (Sim et al., 2008). Isso também parece ser verdade para
a SOX9, uma vez que estudos identificaram, em diferentes linhagens celulares e
em gbnadas embrionarias, uma associacdo entre os microtubulos e a SOX9
presente no citoplasma (Malki et al., 2005a). A ligagdo da SOX9 aos microtubulos
esta correlacionada, ao menos em parte, ao estado hipofosforilado da SOX9, uma
vez que a inducdo de fosforilagdo via PKA diminui essa interacdo e facilita a
translocacao nuclear. Desse modo, é possivel que a rede celular de microtubulos
retenha a SOX9 no citoplasma até o momento certo do desenvolvimento para a
determinacao sexual masculina (Sim et al., 2008).

Mais recentemente, modificagcbes epigenéticas tém sido descritas na
regulacdo do desenvolvimento sexual via SOX9. Investigacbes focando na
WDRS5, uma proteina da familia de repeticdo WD40 com grande expressao nos
testiculos, se encontram nessa categoria (Xu et al., 2012). A WDRS5 faz parte de
um complexo de metilacdo de lisinas na posi¢ao 4 de histonas tipo H3 e também
regula o desenvolvimento de vertebrados e diferenciacdo osteoblastica. A WDR5
parece ser um alvo direto da SRY, e essa interagdo possivelmente ativa a
expressdo do SOX9. Nesse modelo, a SRY ligar-se-ia ao promotor de WDRS5 e
ativaria sua expressao; subsequentemente, a SRY cooperaria com a WDRS para

induzir a expressdo do SOX9 e reprimir a B-catenina. De acordo com esses
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achados, os autores sugerem que a WDRS deve interagir com a SRY para regular
a atividade do SOX9, talvez facilitando sua expressao através de modificacbes

locais da cromatina no /ocus do SOX9 (Xu et al., 2012).

1.5 — Bases moleculares da displasia campomélica

1.5.1 — SOX9: identificagcdo e mecanismo de mutagdes na regiao codificante do

gene

As duas ultimas décadas de investigagdo molecular na displasia
campomélica tém evidenciado uma vasta gama de mutagdes na porgéao
codificante do SOX9 (Tabela 1ll), ainda que o sequenciamento de alguns poucos
pacientes nao revele nenhuma mutacado aparente (Wagner et al., 1994; Kwok et
al., 1995; Meyer et al., 1997). A excecdo de dois casos de homozigose para
mutagdes no SOX9 relatados na literatura (Pop et al., 2005; Chen et al., 2012),
todos os pacientes com displasia campomélica ja identificados possuem
alteragdes em um unico alelo do gene. Como ocorre em outras doengas genéticas
dominantes, a presenga de mutagdes em ambos os alelos do SOX9 parece nao
ser viavel. Nesse sentido, camundongos nocaute para o Sox9 em homozigose
(Sox97") sdo incapazes de formar condensacdes mesenquimais que d&o origem a
cartilagem (Bi et al., 1999). Os autores desse estudo mostraram que células Sox9
’ sa0 excluidas da cartilagem (ou seja, ndo entram no programa de diferenciagao
condrocitica) e ndo expressam genes marcadores tipicos do fendtipo condrocitico,
como o Col2a1l, o Col9a2, o Col11a2 (colagenos do tipo Il, IX e XI,
respectivamente) e o Agc (agrecan).

O espectro fenotipico dos pacientes portadores de displasia campomélica devido
a mutacdes no SOX9 também é bastante amplo, de modo que o estabelecimento
de relacgdes gendtipo-fendtipo é dificil e controverso (Meyer et al., 1997). De fato,
individuos com exatamente a mesma mutacdo podem apresentar alteragdes
muito diferentes. Um exemplo desse fendbmeno fica bastante evidente no relato de
trés irméos afetados, dois meninos e uma menina, cujo pai era mosaico

germinativo para uma inser¢cdo de codon de parada prematuro no SOX9
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(Cameron et al., 1996). Os trés filhos apresentavam a mesma mutacao e sinais
radioldgicos classicos de displasia campomélica; contudo, os dois pacientes com
caridtipo 46,XY eram discordantes para os achados sexuais: em um havia
reversao sexual completa, enquanto no outro se evidenciava disgenesia gonadal
sem reversao total. Esse artigo mostrou, pela primeira vez, a presenca de dois
fendtipos diferentes para a mesma mutagédo em SOX9, evidenciando algum grau
de expressividade variavel da doenca (Cameron et al., 1996). A reverséo sexual é
comum em pacientes com displasia campomélica geneticamente masculinos
(46,XY), manifestando-se em cerca de 75% dos individuos nessa categoria
(Spranger et al., 2002). No gene SRY, quase todas as mutagdes que dao origem
ao fendtipo feminino em pacientes 46,XY ocorrem no dominio HMG de ligagao ao
DNA e sao caracterizadas por trocas de aminoacidos conservados (Kwok et al.,
1995). Para o SOX9 esse nao € o caso, visto que a reversdo sexual pode ser
desencadeada por mutagées em praticamente todos os dominios funcionais da
proteina e nos sitios aceptores e doadores de “splicing” (jungdes éxon/intron),
independente do mecanismo mutacional (proteinas truncadas, extensbées C-

terminais, mutagdes de ponto e delegdes em fase; ver Tabela Ill).
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Tabela Ill: Compéndio das todas as mutagdes na porg¢ao codificante do gene SOX9 ja identificadas em pacientes com
displasia campomélica/ acampomeélica publicadas na literatura.

SOX9 - mutagées por codon de parada prematura

Exon cDNA Proteina Dominio  Cariétipo Fenodtipo Sexo Sobrevida Referéncia

1 c.82G>T 0.E28Ter NE CcD NE NE (Massggdo'g; etal,

1 c.257G>A p.W86Ter 46,XX CD F 12 dias (Meyer et al., 1997)
1 261 262insG p.T87fs251% 46XY.del®)  cp  (MyiM}  Vivoaos5anos  (Okamoto et al, 2010)

(g23.2-23.3)

1 €.296delG p.S99fs109* 46,XY CcD F* Vivo aos 5 anos (Ninomiya et al., 2000)
1 c.349C>T p-Q117Ter HMG 46, XY CD F* Vivo aos 12 anos (Meyer et al., 1997)
2 c.442G>T p.E148Ter HMG 46,XY CD F* NE (neonatal) (Wagner et al., 1994)
2 c.442G>T p.E148Ter HMG 46,XX CD F 1 ano e 5 meses (Wada et al., 2009)
2 C.448G>T p.E150Ter HMG 46 XX CD F 2 meses (Sh"te'zeorgg;‘ etal,

2 c.583C>T p.Q195Ter 46,XX CD F NE (Foster et al., 1994)
2 ¢.600delC p.P200fs218* 46,XY CD F* Vivo aos 8 anos (Cost et al., 2009)

3 c.714_715insA p.T239fs250* 46,XX CD F 1 més (Gentilin et al., 2010)
3 c.737_738insC p.-Q246fs251* 46,XX CD F Neonatal (Cameron et al., 1996)
3 c.737_738insC p.Q246fs251* 46,XY CD F* Neonatal (Cameron et al., 1996)
3 c.737_738insC p.-Q246fs251* 46,XY CD F*° Neonatal (Cameron et al., 1996)
3 C.771_772ins5 p.G257fs296* 46,XY CD F* Natimorto (25 semanas) (Wada et al., 2009)
3 €.783_784insG p.G263fs294* 46,XY CD F* NE (Foster et al., 1994)
3 C'Z%%{%%%%'gﬂz o p.G263fs502° 46 XX CcD F Aborto (16 semanas)  (Gentilin et al., 2010)
3 c.820_829del10 p.E277fs278* 46,XX CD F 2,5 meses (Meyer et al., 1997)
3 c.858_859ins4 p.286fs294* 46,XY CD F* NE (Foster et al., 1994)
3  ¢.1070_1112del43 p.Q357fs368* PQA 46,XY CD F* 2 dias (Meyer et al., 1997)
3 c.1123C>T p.Q375TerX PQA 46,XY CD F* 7 semanas (Meyer et al., 1997)
3 c.1198G>T p.E400Ter 46,XY CD M 2,5 meses (Meyer et al., 1997)
3 c.1201C>T p.Q401Ter 46,XY CD F* NE (Stoeva et al., 2011)
3 c.1320C>G p.Y440Ter TA 46,XY CD F* NE (neonatal) (Wagner et al., 1994)
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SOX9 - mutagoes por codon de parada prematura (continuagao)

Exon cDNA Proteina Dominio  Cariétipo Fenodtipo Sexo Sobrevida Referéncia
3 c.1320C>G p.-Y440Ter TA 46,XX CD F Vivo aos 11 anos (Meyer et al., 1997)
3 c.1320C>A p.Y440Ter d TA 46,XY CD F* 3 meses (Pop et al., 2005)

3 c.1330_1333del4 p.443fs468* TA 46,XX CD F Vivo aos 11 anos (Wada et al., 2009)
3 ¢.1372delC p.Q458Rfs468* TA 46,XY CD M 4 meses (Kim et al., 2011)
SOX9 - mutagoes de extensdes C-terminais

Exon cDNA Proteina Dominio  Cariétipo Fenodtipo Sexo Sobrevida Referéncia
3 c.888_889insC p.P297fs577* 46,XX CD F Vivo aos 6 anos (Okamoto et al., 2010)
3 g:?gg{?gg‘;dilg pf’b?,?iffﬁg’gg o3 46,XY cD = NE (neonatal) (Wagner et al., 1994)
3 c.1095G>AT p.A365fs586* PQA 46,XY CD F* 4 meses (Hsiao et al., 2006)
3 c.1103_1104insA p.Q368fs576* PQA 46,XY CD (M) Menos de 1 dia (Kwok et al., 1995)
3 c.1103_1104insA p.Q368fs576* PQA 46,XY CD F* Menos de 1 dia (Kwok et al., 1995)
3 c.1216_1217ins16 p.H406fs574* TA 46,XX CD Aborto (21 semanas) (Gentilin et al., 2010)
3 €.1456_1457insG p.S484fs576* TA 46,XX CD 5 anos (Giordano et al., 2001)
3 c.1113_1114insG p.E499fs576* TA 46,XY CD Aborto (23 semanas) (Gentilin et al., 2010)
3 c.1514_1515insC p.T381fs576* TA 46,XY ACD F*° Aborto (22 semanas)  (Bergeron et al., 2009)
3 c.1519_1520ins4 p.T507fs558* TA 46,XX CD F Menos de 1 dia (Kwok et al., 1995)

SOX9 - mutagoes de ponto

Exon cDNA Proteina Dominio  Cariétipo Fenodtipo Sexo Sobrevida Referéncia
1 c.227C>A p.A76E Dimero 46,XY CD M Vivo aos 6 anos (Sock et al., 2003)
1 c.316A>G p.K106E HMG 46,XX CD F Aborto (21 semanas) (Gentilin et al., 2010)
1 c.323C>T p.P108L HMG 46,XY CD F* 6 meses (Meyer et al., 1997)
1 c.334T>C p.F112L HMG 46,XY CD F*° Alguns dias (Kwok et al., 1995)
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SOX9 - mutagées de ponto (continuagao)

Exon cDNA Proteina Dominio  Cariétipo Fenodtipo Sexo Sobrevida Referéncia

1 c.335T>C p.F112S HMG 46,XY CD (M) {M} Vivo aos 8 anos (Meyer et al., 1997)
1 c.337A>G p.M113V HMG 46,XX ACD F Vivo aos 2 anos (Staffler et al., 2010)
1 c.338T>C p.M113T HMG 46,XX CD F 5 meses (Wada et al., 2009)
1 c.356C>T p.A119V HMG 46,XX CD F 12 dias (Kwok et al., 1995)
1 c.427T>C p.W143R HMG 46,XY CD F* 5 meses (Meyer et al., 1997)
2 c.455G>C p.R152P HMG 46,XX CD F 2 dias (Meyer et al., 1997)
2 c.455G>C p.R152P HMG 46,XX ACD F NE (Friedrich et al., 2000)
2 €.462C>G p.F154L HMG 46,XX CD F 1 dia (Preiss et al., 2001)
2 c.472G>A p.A158T HMG 46,XY CD F* Vivo aos 19 anos (Preiss et al., 2001)
2 c.493C>T p.H165Y HMG 46 XY CD M Vivo aos 10 anos (MCD?ggg)et al.,

2 c.493C>T p.H165Y HMG 46,XY ACD M Vivo aos 22 meses (Moog et al., 2001)
2 c.494A>C p.H165P HMG 46,XY CD {M} Aborto (20 semanas) (Tonni et al., 2013)
2 c.495C>G p.H165Q HMG 46,XY ACD M Vivo aos 8 anos (Staffler et al., 2010)
2 ¢.506A>C p.H169P HMG NE CD Aborto (2° trimestre) (Massggdo'g; etal,
2 ¢.507C>G p.H169Q HMG NE  CD/SPS® M Vivo aos 10 anos (Mats‘gﬂ'g’) etal,
2 ¢.509C>G p.P170R HMG 46,XY CD M 1 més (Meyer et al., 1997)
2 c.509C>T p.P170L HMG 46,XY ACD M Vivo aos 11 anos (Wada et al., 2009)
2 c.509C>T p.P170L HMG 46,XX ACD F Vivo aos 10,5 anos (Corbani et al., 2011)
2 c.517A>G p.K173E HMG 46,XY ACD (M) Vivo aos 11 meses (Thong et al., 2000)
2 c.527C>T p.P176L HMG 46,XY ACD F* Aborto (33 semanas) (MIChg}-C;(;?)T)ard *
2 ¢.527C>T p.P176L HMG NE ACD M NE (Gopakumar et al.,

2013)
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SOX9 - mutag6es em sitios de "splicing”

Exon cDNA Proteina Dominio Cariétipo Fenodtipo Sexo Sobrevida Referéncia
IVS1-2A>C - - 46,XY CD F* NE (Kwok et al., 1995)
IVS2+1G>A - - 46,XY CD F* NE (neonatal) (Wagner et al., 1994)

SOX9 - delegbes em fase
Exon cDNA Proteina Dominio  Cariétipo Fenodtipo Sexo Sobrevida Referéncia
1 c.196_225del30 p.E66_E75del10 Dimero 46,XX CD F Menos de 1 dia (Sock et al., 2003)
3 ¢.1047_1130del84 p.P301_P328del28 ° PQA 46,XY ACD F* Vivo aos 21 meses (Chen et al., 2012)

®Com disgerminoma. ®Com hermafroditismo verdadeiro. °Paciente caracterizado como 'intersexo'. “Mutagdo em homozigose. °CD leve/ sindrome de
patelas pequenas. M: masculino; (M): masculino com hipospadias; {M}: masculino com pénis pequeno; M*: 46,XX ADS; F: feminino; F*: 46,XY, ADS
[como proposto por (Fonseca et al. 2013)]. ACD: displasia acampomélica; CD: displasia campomélica classica; Dimero: dominio de dimerizagao;
HMG: dominio de ligagdo ao DNA; NE: informagéo ndo especificada; PQA: dominio rico em prolinas, glutaminas e alaninas; TA: dominio de

transativagao.
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Contudo, € interessante notar que praticamente todas as mutagdes de
ponto identificadas em SOX9 até hoje residem no dominio HMG. Alguns autores
argumentam que a reversao sexual em individuos portadores de displasia
campomeélica pode ser um fendtipo com penetrancia incompleta (Meyer et al.,
1997).

Uma das classes de mutagdes mais bem estudadas no SOX9 é aquela das
mutacdes de ponto que resultam em substituicbes de aminoacidos no dominio
HMG de ligacdo ao DNA. Diversos trabalhos tém mostrado que alteragbes em
residuos conservados desse dominio acarretam em menor capacidade de
interacdo com o material genético e, consequentemente, menor atividade de
transativagao de genes alvo. Estruturalmente, o dominio HMG compreende trés a-
hélices na forma de um L, com as hélices 1 e 2 formando a parte menordo L e a
hélice 3 compreendendo a parte maior. Essa estrutura entra em contato com a
curvatura menor do DNA através de um nucleo de aminoacidos hidrofébicos que
estabiliza a estrutura em L (Preiss et al., 2001). Algumas substituicbes de
aminoacidos abolem completamente a capacidade de ligacdo ao DNA, como é o
caso das trocas de prolina por leucina na posigcdo 108 (p.P108L) e triptofano por
arginina na posi¢cao 143 (p.W143R) (Meyer et al., 1997). Entretanto, a maioria
dessas alteragdes pontuais parece inibir parcialmente a atividade do dominio
HMG, como é o caso das mutagbes p.F112L (fenilalanina 112 - leucina),
p.M113V (metionina 113 - valina), p.R152P (arginina 152 - prolina), p.F154L
(fenilalanina 154 - leucina), p.A158T (alanina 158 - treonina), p.H165Y
(histidina 165 -> tirosina), p.H165Q (histidina 165 - glutamina) e p.P170R
(prolina 170 - arginina) (Meyer et al., 1997; McDowall et al., 1999; Preiss et al.,
2001; Staffler et al, 2010). Alguns autores argumentam que muta¢des que
resultam em proteinas com funcao residual levam a fenétipos mais brandos da
displasia campomélica, nos quais a campomelia e a reversdo sexual podem estar
ausentes (Staffler et al., 2010). Ao menos uma troca de aminoacido identificada
em um portador de displasia campomélica, a substituicdo de alanina por valina na
posicado 119, ndo parece afetar a afinidade do dominio HMG pelo DNA (McDowall
et al., 1999). Contudo, a inibicdo da interagdo com o DNA alvo ndo € o unico

mecanismo mutacional evidenciado no dominio HMG da SOX9. Alteracbes nessa
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porcdo do polipeptidio podem também dificultar o transito da proteina entre o
citoplasma e o nucleo, onde a SOX9 exerce suas fungdes de ativagdo de genes
alvo. Por exemplo, a substituicdo de fenilalanina por treonina na posi¢cdo 158
(p.F158T) faz com que SOX9 seja direcionada para o nucleo com uma eficiéncia
duas vezes menor do que a observada para a proteina do tipo selvagem (Preiss
et al., 2001), de modo que a promogédo de transcricdo de genes alvo fica
diminuida. Considerando-se esse mecanismo, um estudo associou a diminuicao
de importe de SOX9 promovida pela mutagédo p.F158T com uma menor afinidade
pela via de transporte nuclear dependente da calmodulina (Argentaro et al., 2003).
Em outro caso, a incorporagdo da alanina no lugar da leucina na posi¢céo 142 da
SOX9 modifica o peptideo sinal de exporte da proteina, o que resulta na
acumulacdo exacerbada do fator de transcricdo no nucleo (Gasca et al., 2002).
Esse efeito tem consequéncias importantes, ja que a localizagao nuclear da SOX9
em periodos criticos do desenvolvimento embrionario pode levar a mudancga de
programas genéticos, como a que se observa ao se inibir o exporte da Sox9 em
células primordiais das gbnadas em desenvolvimento de camundongos fémeas
(Gasca et al., 2002). Nessas condi¢des, a Sox9 fica constantemente presa no
nucleo e, provavelmente, acaba promovendo uma ativagdo génica exacerbada,
que, em ultima instancia, leva a um fendétipo de reversao sexual e masculinizagéo
das gbnadas.

Na por¢cdo N-terminal da SOX9, ha ainda uma pequena sequéncia
polipeptidica localizada entre os residuos nas posi¢cdes 64 a 102 que possui a
funcdo de promover a formacdo de homodimeros funcionais desse fator de
transcricdo. Certos genes alvo, especialmente envolvidos na condrogénese,
apresentam regulacdo transcricional quase que exclusivamente devida a
interagcdo com dimeros de SOX9. Por outro lado, estruturas monoméricas da
proteina tém a capacidade de ativar a transcrigdo principalmente de genes
envolvidos na diferenciacéo sexual, ainda que alguns alvos condrociticos, como o
COL2A1, possuam também sequéncias regulatérias para interacdo com
mondmeros da SOX9 (Sock et al., 2003). Em um relato emblematico de 2003,
reportou-se sobre um paciente com displasia campomélica portador da unica

mutacdo de ponto de troca de sentido ja identificada fora do dominio HMG de
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ligagdo ao DNA em SOX9 (Sock et al., 2003). No caso desse individuo, foi
observada uma troca de alanina por glutamato na posi¢ao 76 (p.A76E) da SOX9,
localizada dentro dos limites do motivo de dimerizagao da proteina. Observou-se
que essa mutagao abolia a atividade de dimerizacdo dependente de ligagdo ao
DNA do fator de transcricdo a genes importantes para a formagdo da matriz
extracelular colagenosa, como o COL9A2 (Bernard 2003), e COL11A2 e CD-RAP
(gene codificante da proteina derivada da cartilagem sensivel a acido retinoico)
(Sock et al., 2003). Interessantemente, quando se utilizou essa versdao mutante
p.A76E da SOX9 para testar sua habilidade de ativar a expressao do COL2A1, foi
identificada perda apenas parcial do potencial de transativagdo. Os autores desse
estudo argumentaram que esses achados foram devidos ao fato de que a regido
regulatoria do COL2A1 contém sitios de ligagdo tanto para dimeros como para
mondémeros da SOX9. Essa hipotese € corroborada por observacgdes de que tanto
a SOX9 do tipo selvagem quanto sua versao com a mutagao p.A76E apresentam
afinidade similar pelos promotores dos genes AMH e SF1, essenciais para o
desenvolvimento testicular e que sé contém sitios de ligacdo para monémeros da
SOX9 (Sock et al., 2003; Bernard, 2003). Desse modo, apesar de as proteinas
SOX9 mutantes A76E nao conseguirem estabelecer homodimeros, elas s&o
capazes de se ligar como mondmeros aos promotores de certos genes. Apesar
de, a primeira vista, isso parecer apenas um detalhe molecular, esse modelo de
ativacdo de diferentes genes por dimeros e/ou monémeros ajuda a explicar o
fendtipo do paciente apresentado por Sock e colaboradores: um menino de seis
anos com achados esqueléticos tipicos de displasia campomélica, mas sem
nenhuma das alteracdes testiculares presentes em 75% dos pacientes com
cariotipo 46,XY (Sock et al., 2003).

A porcado C-terminal da SOX9, compreendida entre os aminoacidos de
posicdo 402 a 509, é essencial para a sua atividade de transativacdo de genes
alvo (Sudbeck et al., 1996). Adicionalmente, parece haver um segundo motivo de
aminoacidos entre os residuos 339 a 379, denominado PQA (acrénimo para
“motivo rico em prolinas, glutaminas e alaninas”), que apresenta atividade residual
de controle da transcricao génica (McDowall et al., 1999). A identificacao desses

dominios na SOX9 esclarece, pelo menos em parte, a patogenicidade das
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mutacdes que alteram seu dominio C-terminal. Nesse modelo, as proteinas
mutantes dessa categoria possuiriam os dominios HMG de ligacdo ao DNA e de
dimerizagdo integros e, supostamente, conseguiriam formar dimeros e se
associar ao material genético; entretanto, a promogéo da transcricdo de genes
alvo estaria comprometida, a exemplo do que ja foi descrito para outros fatores de
transcricdo, como o PAX6, o P53 e o c-MYC (Sudbeck et al., 1996). Nesse tipo de
situacao, especula-se que as mutacdes de cddon de parada prematura na SOX9
contribuem para a determinacdo de um alelo de efeito nulo e para o
estabelecimento de um cenario de hemizigose para esse gene. A mortalidade
entre os pacientes portadores de mutagdes desse tipo € bastante alta, mas alguns
relatos apresentam achados antagbnicos. Em um desses estudos, foi
apresentada uma paciente com displasia campomélica e reversdo sexual
completa (sexo cromossdmico masculino, 46,XY) (Ninomiya et al., 2000). Apesar
de ser heterozigota para uma mutagdo que resultava em uma versdo da SOX9
com apenas 21% do tamanho normal (ou seja, delecdo quase completa de um
alelo do SOX9), ela sobreviveu por mais de cinco anos. Esse desfecho aponta
para uma possivel expressividade variavel da doenga, ja que outros pacientes
com mutagdes potencialmente menos graves morrem no periodo neonatal (ver
Tabela Ill). Alternativamente, argumenta-se que a sobrevivéncia prolongada de
determinados pacientes que sao discordantes da relagao gendtipo-fendtipo mais
evidente possa ser devida a melhores condicbes de acesso a tratamentos e
intervengdes emergenciais; todavia, a hipétese da expressividade variavel para
esses casos parece ser mais coerente. Outros trabalhos fazem suposi¢cdes
similares a respeito da mutagao p.Y440X (substituicdo de tirosina por um cédon
de parada na posigao 440), a unica alteragao identificada no SOX9, até hoje,
recorrente em individuos nao relacionados (Wagner et al., 1994; Meyer et al.,
1997; Pop et al., 2005). As proteinas geradas a partir dessa mutagao contém o
dominio C-terminal truncado e sem os ultimos 69 aminoacidos do dominio de
transativagcao. Apesar disso, esses polipeptidios retém alguma atividade residual
de ativacdo de transcricdo, o que tem sido correlacionado com uma maior
expectativa de vida, ja que o alelo mutante do SOX9 contribui, ainda que

minimamente, para a atividade normal da proteina (Meyer et al., 1997; Pop et al,,
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2005). Complementarmente, um estudo avaliou a afinidade de ligacédo de
diferentes formas truncadas da SOX9 e sugeriu que as versdes mutantes
poderiam exercer um efeito dominante negativo sobre a proteina tipo selvagem,
competindo por sitios de ligacdo no genoma (Lefebvre et al., 1997).

Nao parece ser apenas o encurtamento da porgdo C-terminal da SOX9 que
influencia sua atividade de transativacdo. De fato, mutagcdes que alteram a fase
de leitura da SOX9 e resultam em proteinas maiores do que a versao tipo
selvagem (entre 50 a 80 aminoacidos acrescidos) ja foram identificadas em ao
menos nove pacientes (Wagner et al., 1994; Kwok et al., 1995; Giordano et al.,
2001; Hsiao et al., 2006; Gentilin et al., 2010; Okamoto et al., 2010). Na maioria
dos casos, a mutagcdo modifica mais de dois tergcos da sequéncia normal da
SOX9, claramente interferindo em suas capacidades de (i) ser transportada para
0 nucleo e (ii) transativar genes alvo (Meyer et al., 1997). Contudo, um caso
apresentado por Kwok e colaboradores merece destaque (Kwok et al.,, 1995).
Nesse paciente, foi achada uma mutacdo no penultimo cédon de SOX9, que
modificava apenas os dois ultimos residuos da proteina e adicionava 49
aminoacidos novos apds o dominio C-terminal de transativacédo. Apesar de deixar
praticamente toda a sequéncia proteica intacta, essa pequena extensdo C-
terminal originou um fendtipo que levou a crianga ao Obito logo apods o
nascimento.

Coletivamente, o sequenciamento do SOX9 em pacientes portadores de
displasia campomélica tem revelado uma vasta diversidade de mecanismos
mutacionais. Mais do que isso, alteracbes em praticamente qualquer posicéo
nucleotidica do gene parecem levar as mesmas manifestagcdes 6sseas, a excegao
de dois individuos que apresentaram sintomas mais brandos e receberam o
diagndstico de displasia acampomeélica (Friedrich et al., 2000; Chen et al., 2012).
Por outro lado, aparentemente ndo parece haver uma correlagdo entre a posicao
de mutagdes especificas e a sobrevida dos pacientes. Em alguns casos,
individuos com mutagdes no mesmo aminoacido da SOX9 sobrevivem por
periodos drasticamente diferentes. Esse parece ser o caso, por exemplo, das
alteragdes no residuo de prolina na posigao 170: a substituicdo por arginina
(p-P170R) pode levar a morte neonatal (Meyer et al., 1997), enquanto que a troca
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por leucina pode ser compativel com a vida (paciente vivo aos 11 anos no

momento da publicagéo de seu caso) (Wada et al., 2009).

1.5.2 - SOX9: identificagao de mutagdes fora da regido codificante

Desde as primeiras investigacbes de individuos com displasia
campomeélica, foi observado que uma parcela dos pacientes, especialmente
aqueles que sobrevivem por mais tempo a doencga, ndo possuem mutagcdes na
regido codificante do SOX9 (Wagner et al., 1994). A caracterizagao desse grupo
de pacientes foi devida, principalmente, ao mapeamento de uma série de pontos
de quebra em translocagdes que envolvem o locus do SOX9 no cromossomo 17.
A utilizacdo dessa estratégia em um grande numero de pacientes possibilitou a
confirmagédo da hipotese de menor letalidade na displasia campomélica sem
mutagcdes em éxons e jungdes éxon/intron do SOX9. De fato, translocagbes que
envolvem possiveis elementos regulatérios da transcricdo do SOX9 sdo mais
comuns em pacientes com a variante acampomeélica, mais branda, da doenca
(Pfeifer et al., 1999).

Alguns autores sugerem que alteragdes no locus do SOX9 possam levar a
um espectro de anormalidades de severidade variavel, dependendo,
principalmente, da distdncia da alteragao (translocacgéo, dele¢do ou duplicacéo)
em relagdo a sequéncia codificante do SOX9 (Jakobsen et al., 2007; Gordon et
al., 2009). Nesse sentido, uma translocacdo com ponto de quebra a 1,13 Mb a
montante do SOX9 foi associada ao desenvolvimento de sequéncia de Pierre-
Robin (PRS) isolada, uma malformacédo caracterizada por palato fendido,
micrognatia e dificuldade respiratéria neonatal devido a glossoptose (Jakobsen et
al.,, 2007). A paciente descrita por esses autores era do sexo feminino, com
cariotipo 46,XX,t(2;17)(q23.3-g24.3) e apresentava crescimento e maturagéo
sexual normais com pequenas dismorfias faciais, sem sinais de displasia
campomeélica. Baseando-se no conjunto de pacientes relatados na literatura com
alteragdes nas vizinhangas genbmicas do SOX9, Jakobsen et al. (2007)
propuseram a existéncia de um espectro de malformacdes envolvendo esse locus

compreendendo as displasias campomélica, acampomélica, variantes leves de
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displasia acampomélica e PRS isolada (em ordem decrescente de severidade)
(Jakobsen et al., 2007). As observagbes relatadas por Sanchez-Castro e
colaboradores vao ao encontro dessa hipotese (Sanchez-Castro et al., 2013).
Esses autores identificaram grandes dele¢des no locus do SOX9 localizadas a 1
Mb a montante de sua regido codificante em duas familias com PRS isolada e
anormalidades cardiacas dos tipos tetralogia de Fallot e cardiopatia valvular. Tais
achados corroboram a nogdo de que, provavelmente, existem sequéncias
regulatorias importantes para o desenvolvimento craniofacial e cardiaco nas
vizinhangas genémicas do SOX9.

Estudos mais recentes tentam caracterizar os possiveis elementos
regulatorios que devem existir no chamado ‘deserto génico’ de cerca de dois
milhdes de pares de bases em que se localiza o SOX9. Por exemplo, um trabalho
avaliou a presenga de mutagbes na regido homologa humana de TESCO
(hTESCO; possivel elemento regulatério da expressdo do SOX9 em testiculos de
camundongos; ver secado 1.4.3 — SOX9: organizagdo do locus e implicagdes
fisiologicas e patologicas) em individuos com disgenesia gonadal XY (Georg et
al., 2010). A hipotese de trabalho dos autores era a de que mutagdes nessa
suposta sequéncia regulatoria da expressdo do fator de transcricdo SOX9 em
testiculos poderiam levar a fendtipos de reversdo sexual isolada em individuos
com cariétipo masculino (46,XY). Entretanto, a avaliagcédo de 66 pacientes com
essa condicdo ndo detectou quaisquer alteragcbes em hTESCO, sugerindo que
talvez possam existir outros “enhancers” para a expressao testicular do SOX9
(Georg et al., 2010).

Recentemente, Xiao e colaboradores relataram um caso de anomalia do
desenvolvimento sexual (ADS) em um paciente do sexo masculino com carioétipo
46,XX (Xiao et al., 2013). Analises moleculares nao identificaram a presencga do
gene determinante do fendétipo masculino SRY nesse individuo, mas foi detectada
uma duplicacdo de 74 kb localizada a 510 kb a montante do SOX9. Essa mutagao
€ similar aquelas identificadas por Benko e colaboradores em casos de ADS
46,XX (Benko et al., 2011). Esses autores propuseram a existéncia de um ou
mais elementos regulatoérios da expressao do SOX9 compreendidos na regiao

duplicada de 78 kb comum a todos os casos analisados, denominando-a de
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RevSex (em alusdo a reversao sexual apresentada por pacientes com variagdes
no numero de copias dessa regido). Coletivamente, esses relatos sugerem que a
presenga de uma copia adicional de RevSex leva a masculinizagdo de gbnadas

indiferenciadas em embrides com constituicdo cromossémica 46,XX.

De forma geral, os resultados aqui discutidos evidenciam a enorme
complexidade dos mecanismos regulatérios da expressdo coordenada do SOX9
no desenvolvimento embrionario humano. Certamente, futuras investigagbes
nesse campo irdo desvendar muitos mecanismos adicionais pelos quais o gene

SOX9 contribui para a formacao dos diferentes tecidos corporais.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral:
e Caracterizar clinicamente os casos de OCDs diagnosticados durante a
gestacdo e atendidos no HCPA, e realizar a investigacdo molecular de

pacientes com displasia campomélica.

2.2 — Objetivos especificos:

o Estabelecer e aplicar um protocolo de diagndstico pré-natal das OCDs que
possa servir como procedimento operacional padrao nas investigagdes por
ultrassom durante a gestacgao.

e Estabelecer e aplicar um protocolo de diagnéstico pés-natal das OCDs que
possa servir como procedimento operacional padrao na investigagao
radiolégica de recém-nascidos.

e Realizar a investigagdo molecular dos casos identificados clinica- e
radiologicamente como displasia campomélica, no ambito da RBDE.

e Colaborar com a RBDE através do registro e diagnostico dos casos locais.
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3 - RESULTADOS

3.1 — Caracterizagao clinica e molecular de uma coorte brasileira de pacientes
com displasia campomélica e identificagcdo de sete novas mutagdes no gene
SOX0.

Artigo 1: “Clinical and molecular characterization of a Brazilian cohort of

campomelic dysplasia patients and identification of seven new SOX9 mutations.”

Manuscrito submetido ao peridédico “American Journal of Medical

Genetics Part A”.
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ABSTRACT
Campomelic dysplasia (CD) is an autosomal dominantly inherited skeletal abnormality
belonging to the subgroup of the bent bones dysplasias. In addition to bowed lower limbs,
CD typically includes disproportionate short stature, flat face, micrognathia, cleft palate, bell-
shaped thorax, and club feet. Up to % of 46,XY individuals may be sex-reversed.
Radiological signs comprise scapular and pubic hypoplasia, narrow iliac wings, spaced ischia
and bowed femora and tibiae. Lethal CD is usually due to heterozygous mutations in SOX9,
a major regulator of chondrocytic development. We present a detailed clinical
characterization of twelve Brazilian CD patients, plus the molecular investigation of nine of
these cases. Infants were either stillborn (n=2) or died shortly after birth and presented
similar phenotypes. Sex-reversal was observed in one of four chromosomally male patients.
Sequencing of SOX9 revealed new heterozygous mutations in seven individuals. Six patients
presented encoded mutations that result in transcriptional premature termination, while one
infant had a single-nucleotide substitution at the conserved splice-site acceptor of intron 1.
No clear genotype-phenotype correlations were observed. This study highlights the diversity
of SOX9 mutations leading to lethal CD and expands the group of known genetic alterations

associated to this skeletal dysplasia.

KEYWORDS
campomelic dysplasia; skeletal dysplasia; osteochondrodysplasias; SOX9; prenatal

diagnosis
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INTRODUCTION

Campomelic dysplasia (CD) is an autosomal dominant condition classified among the
bent bones skeletal dysplasias [Warman et al., 2011].In addition to the shortening and
bowing of the long bones of the lower limbs, hypoplasia of the scapulae, absence of
ossification of the dorsal vertebral pedicles and the pattern of the hips with narrow iliac
wings, spaced ischia and hypoplastic/absent pubis bones are discriminative radiological
signals for diagnosis in both the prenatal life, by prenatal ultrasonographic evaluation, and
the postnatal period, by radiological studies.

Clinically, CD is characterized by a disproportionally short stature, short and bowed
limbs, pretibial skin dimples, club feet, hip dislocation, thoracic constriction, cleft palate,
micro- and/or retrognathia, and midface hypoplasia [Maroteaux et al., 1971; Spranger et al.,
2002]. Additionally, up to % of karyotypically male (46,XY) patients are sex-reversed, with a
phenotypically normal female external genitalia [Massardier et al., 2008]. Most infants with
typical CD die shortly after birth due to respiratory arrest secondary to pulmonary hypoplasia.
However, patients diagnosed with a CD variant known as acampomelic campomelic
dysplasia (ACD) usually survive the neonatal period and may reach adult life without major
disabilities and give rise to familial ACD cases [Lecointre et al., 2009; Gordon et al., 2009].

Here, we present twelve Brazilian CD patients diagnosed either prenatally or shortly
after birth. Major clinical and radiologic findings are detailed for all cases. From nine infants
for whom sequencing of SOX9 was performed, mutations were detected in seven of them, all
of which were not previously described. This work reports one of the largest cohorts of CD
patients ever characterized and highlights the mutational diversity of SOX9 mutations that

contribute to lethal CD cases.

MATERIALS AND METHODS
From April, 2012 to November, 2013 clinical data from patients with a suspicion of CD

were either retrospectively (patients 1-3 and 5-10) or prospectively (patients 4, 11, and 12)
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referred to our Institution from different Brazilian medical genetics services and evaluated by
two clinical geneticists (MTVS or DPC). Photographs, radiographs and medical records were
used to characterize the findings of each patient, both clinically and radiologically. Standard
growth curves were utilized to determine percentiles of birth length (BL), weight (BW), and
occipitofrontal circumference (OFC).

DNA was extracted from peripheral blood and used to amplify all exons and exon-
intron boundaries of SOX9 by polymerase chain reaction (PCR) in nine patients. Attempts to
obtain DNA from paraffin embedded tissues from patients 2, 3 and 10 were not successful.
For patient 12 only, DNA from both parents was also obtained. Amplification products were
purified by treatment with exonuclease I/ shrimp alkaline phosphatase protocol and subjected
to conventional Sanger sequencing using the ABI 3130x/ Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). CodonCode Aligner software version 4.2.1 demo (CodonCode Corporation)
was used to align sequences and analyze electropherograms. SOX9 reference sequences
ENSG00000125398.5 (genomic) and ENSP00000245479.2 (protein) from ENSEMBL were
used as wild type references. Nucleotide numbering of mutations followed the base positions
of SOX9 cDNA reference sequence CCDS_11689.1 from NCBI.

When karyotype was not available, the genotypic sex of patients was inferred from
the amplification of X and Y chromosome-specific sequences in zinc finger protein, X-linked
(ZFX) and sex determining region Y (SRY) genes, respectively. Primer sequences and PCR
conditions are available upon request. Spliceman Web Server [Lim and Fairbrother, 2012]
was used to estimate the pathogenicity of the splice-site mutation identified in patient 5.
Ethical approval for this study was obtained from both the Institutional Review Board of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre and the Brazilian National Committee for Ethics in

Research (project number 07044212.3.0000.5327).

RESULTS
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Medical data from 12 CD patients were evaluated and the main clinical data are
summarized in Table 1. Observed clinical and radiological findings are also illustrated in
Figure 1. All infants displayed the typical CD phenotype, and were either stillborn or died
shortly after birth. Nine phenotypically female (75%) and three male (25%) individuals were
identified. Karyotype was available for six patients (50%): four chromosomally female
(46,XX) and two male (46,XY) infants. One of these genetically male patients (patient 9) was
sex-reversed with normal female external genitalia (Table 1). For the remaining five patients
without karyotype analysis, and for whom DNA was available (patient 10 excluded), we
inferred the chromosomal sex by the amplification of X and Y-specific sequences on ZFX
and SRY genes, respectively. Three SRY-negative (ZFX'/SRY’) and two SRY-positive
(ZFX'/SRY") patients were identified, all in agreement with the observed external genitalia
phenotypes.

Mean gestational age (GA) at birth, considering live births only, was 36.5 + 1.9
weeks. BW tended to be within the normal range for the majority of patients (mean = 2,661.5
+ 606.7 g); however, as expected, BL was below the 10" percentile for all measured
individuals (mean = 40.4 + 3.0 cm). Most infants had macrocephaly, with OFCs above the
90™ percentile for the GA (mean 36.8 + 2.0 cm). Among live born infants, none survived the
neonatal period (up to 3 months of life).

Shortened and bowed limbs were a consistent finding in all patients (detailed in
Supplementary Table 1). Additional dysmorphologic features, especially the craniofacial ones
(micro/retrognathia, flat face, flat nasal bridge), were highly prevalent in this cohort.
Micro/retrognathia was observed in 9 cases. Cleft palate was reported in four infants (one
with complete Pierre-Robin sequence), while a high and/or arched palate was noted in two
additional patients. Post-natal radiographies were obtained for all patients, which allowed us
a detailed assessment of skeletal abnormalities (see Supplementary Table 2). As expected,

the most consistent findings were the bowed femora and tibiae, while all but one infant also
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had scapular and pubic hypoplasia. Additional pelvic findings, such as vertically oriented ilia
and ischia were also highly prevalent (n=9; 75%).

DNA was available for molecular analysis for 9 patients and SOX9 putative
pathogenic heterozygous mutations were found in 7 individuals, which corresponded to a
mutational detection rate of 78% (Table 2). Mutations in patients 1, 4, 7, 8, 11, and 12 result
in the insertion of a premature termination codon either by directly changing a functional
amino acid codon for a stop codon (patients 4, 7, and 8), or by causing a shift in the
translation reading frame (patients 1, 11, and 12). An A-to-G substitution was identified in the
conserved 3’ splice-site of intron 1 of patient 5. In silico analysis using the Spliceman Web
Server, which ranks putative donor and acceptor splice-site mutations based on exon/intron
sequence conservation among different species, predicted a pathogenic consequence for
this mutation with a probability of 67%. Representative sequencing results for each patient
with an identified mutation are shown in Figure 2. Because of the absence of DNA from
parents in most cases, molecular confirmation of a de novo mutation was only possible for

patient 12, although parents from all patients were phenotypically normal.

DISCUSSION

Here, we sought to characterize a large cohort of CD patients in Brazil at the clinical,
radiological and molecular levels. Skeletal abnormalities, as well as specific dysmorphologic
features, such as micro/ retrognathia were highly prevalent in this group, which illustrates a
striking degree of homogeneity among CD patients considering clinical and radiological
findings. Additionally, the high lethality frequency reported for CD patients was also
evidenced in our study.

Molecularly, CD has been subject of intense investigation for over 20 years, since the
its original genetic linkage to human chromosome 17 [Tommerup et al., 1993] and the
following characterization of SOX9 as the implicated locus [Foster et al., 1994; Wagner et al.,

1994]. These early reports were also pivotal in the initial establishment of two molecularly

63



distinct groups of CD/ACD patients: (i) those more severely affected individuals with typical
findings of lethal CD, encoding heterozygous mutations in the coding region of SOX9; and (ii)
those individuals with milder phenotypes, like ACD, that survive the neonatal period and
often harbor pathogenic deletions in the gene desert genomic region that surrounds SOX9
[Gordon et al., 2009]. Although SOX9 is a small gene, spanning little over than 5 kb and
three exons, a plethora of studies have characterized regulatory DNA elements, located both
upstream and downstream of the gene [Gordon et al., 2009]. These observations challenge
the classical definition of what constitutes a gene and attribute to SOX9 one of the largest
regulatory landscapes ever identified, similar to what has been observed for homeotic HOX
genes [Tschopp and Duboule, 2011].

The vast majority of CD cases (as well as some ACD cases) arise from
haploinsufficiency due to de novo mutations in the coding region of SOX9, a master regulator
of chondrogenesis and SRY-mediated testicular development [Foster et al., 1994; Wagner et
al., 1994; Gordon et al., 2009]. Conversely, a greater proportion of ACD patients is
characterized by genomic imbalances in the vicinity of SOX9, a gene-desert region that
encompasses approximately 2 Mb in chromosome 19g24.3-25 [Gordon et al., 2009]. DNA
sequences both upstream and downstream of SOX9 have been characterized as enhancers
that regulate its expression both temporal and tissue-specifically [Bagheri-Fam et al., 2006].
For instance, cumulative evidence has suggested that a 78 kb genomic region upstream of
SOX9 seems to play a role in testicular expression, given that deletion of this putative
regulatory element has been observed in some 46,XY sex-reversed individuals [Pop et al.,
2004]. Likewise, isolated Pierre-Robin [Fukami et al., 2012], brachydactyly-anonychia [Kurth
et al., 2009], and congenital heart defects [Sanchez-Castro et al., 2013] have already been
linked to pathological copy number variations of putative regulators of SOX9 expression in
this chromosomal region.

Different studies have tried to establish genotype-phenotype correlations in CD/ACD,

but these have mostly remained elusive [Wagner et al., 1994; Meyer et al., 1997; Ninomiya
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et al., 2000; Pop et al., 2005]. The only well-established exception is the observation that
mutations outside the open reading frame (ORF) of SOX9 usually lead to milder phenotypes,
such as ACD [Gordon et al., 2009]. Mutations in the ORF of SOX9 appear to display a great
degree of variable expressivity, as exemplified by familial cases in which affected siblings
present with markedly distinct phenotypes [Cameron et al., 1996]. Moreover, it has been
demonstrated that patients with the same SOX9 mutation may develop CD or ACD, as well
as different degrees of sexual development disorders, or even stark differences in survival
[Wagner et al., 1994; Meyer et al., 1997; McDowall et al., 1999; Friedrich et al., 2000; Moog
et al., 2001; Wada et al., 2009].

As expected, given the poor prognosis of all patients reported here, we were able to
identify different heterozygous mutations in the coding region of SOX9 in seven infants. Not
differently from others [Wagner et al., 1994; Meyer et al., 1997; Kwok et al., 1995], a portion
of our screened patients (2/9) did not encode any visible alteration in the coding region of
SOX9. Of course, given the limitations of conventional Sanger sequencing, a heterozygous
deletion encompassing the whole gene or at least some portions of SOX9 in these
individuals cannot be overruled. Alternatively, although less common, these patients may
have deletions of other regulatory elements in the vicinity of SOX9 that could be evidenced
by array comparative genomic hybridization techniques. These hypotheses shall be further
investigated for patients 6 and 9.

As changes in SOX9 associated with CD are in its vast majority private mutations, the
alterations identified here expand the spectrum of SOX9 pathogenic variations to about 70
(Supplementary Table 3). Mechanistically, SOX9 mutations can be largely divided in 5
distinct groups: (i) insertion of premature termination codons (PTCs), (ii) C-terminal
extensions (CTEs), (iii) missense mutations, (iv) in-phase deletions, and (v) splice-site
mutations. PTCs are the most prevalent mutational class in CD, comprising approximately
45% of all alterations identified. Consistently, among the nine patients screened for SOX9

mutations, six (67%) had PTC mutations. In these cases, non-sense mediated mRNA decay
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(NMD) is potentially employed to prevent translation of truncated peptides [Chang et al.,
2007]. Even if expression from the mutated alleles escaped NMD, these would generate
SOX9 proteins lacking all or at least some of the essential domains for proper protein activity,
as illustrated in Supplementary Figure 1. Since truncated SOX9 polypeptides were
demonstrated to retain some residual activity [Cameron et al., 1996], different authors have
associated larger protein truncations with greater life expectancy of CD patients [Meyer et al.,
1997; Pop et al., 2005]. In this cohort, patient 1 would, theoretically, retain the largest portion
of SOX9, with approximately 54% of the wild type peptide. However, this observation did not
translate in less severity, since we did not identify any correlation between the identified
mutations and survival of patients. Several reports of CD patients in which a PTC was found
reinforce this notion; for instance, Ninomiya and colleagues (2000) identified a sex-reversed
CD patient with a heterozygous mutation predicted to encode a polypeptide with only 21% of
the normal protein length [Ninomiya et al., 2000]. Although having virtually no activity from
the mutant allele, this infant survived for more than five years, suggesting that the distinct
phenotypes of CD patients result from some degree of variable expressivity [Wagner et al.,
1994; Meyer et al., 1997; Ninomiya et al., 2000; Pop et al., 2005]. Alternatively, larger
truncated versions of SOX9 could be more deleterious to its global activity, given the
demonstration that these polypeptides could exert a dominant negative effect over the wild
type sequences, competing for DNA binding sites [Lefebvre et al., 1997].

The splice-site mutation observed in patient 5 changes the adenine at nucleotide
position -2 from the acceptor splice-site of intron 1 to a guanine residue (IVS1-2A>G), which
was predicted in silico to affect splicing with a probability of 67%. This type of mutation is
very rarely identified in SOX9 and accounts for approximately only 4% of CD mutations
reported to date (see Supplementary Table 3). Kwok et al. (1995) identified an A-to-C
substitution at the same nucleotide position -2 in a female infant with typical CD findings and
46,XY karyotype [Kwok et al., 1995]. Our patient also had normal female external genitalia;

however, the karyotype evidenced a 46,XX chromosomal constitution.
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Interestingly, while many studies report mutations in the coding sequence of SOX9 in
46,XY sex-reversed CD individuals, we did not identify any nucleotide alteration in patient 9,
the only case presenting sex-reversal. Although missense mutations in the HMG domain of
SOX9 are the second most common type of alteration observed in its coding region, 46,XY
sex-reversed CD patients were observed to encode mutations of any of the mutational
classes already described (see Supplementary Table 3). Some researchers argue that sex
reversal may be a phenotype with incomplete penetrance [Meyer et al., 1997], but this
proposition needs further support.

In summary, we presented a comprehensive clinical characterization of twelve
Brazilian CD patients. Moreover, for nine patients DNA was available and sequencing of
exons and exon/intron junctions SOX9 identified seven distinct mutations not previously
reported elsewhere, to the best of our knowledge. Clinical and radiological findings were very
consistent among patients, as well as the short survival after birth for the live born infants.
SOX9 sequencing in CD/ACD patients has revealed a vast diversity of mutations that may
lead to disease due to different mechanisms. Further investigations on the molecular basis of
CD and related disorders are likely to contribute to a better understanding of the
physiological roles of SOX9, a key transcription factor in the early embryonic development of

several tissues.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Typical CD findings observed in the patients included in the study. A: Antero-
posterior (AP) radiography of patient 3, evidencing short long bones with bowed femora and
tibiae, a short thorax with eleven pairs of ribs, and hypoplastic pubic bones. B: Lateral
radiography of patient 4. Bowing of the femora and tibiae, and thoracic constriction are also
identifiable. C: AP radiography of patient 12. In addition to the skeletal abnormalities already
described in patients 3 and 4, hypoplastic scapulae are present. D: Clinical picture of patient
4 at necropsy. A small, flat face can be observed, as well as micro- and retrognathia and cleft
palate. E: Clinical picture of patient 1 at necropsy, illustrating the club feet and the pre- and

post-tibial skin dimples characteristic of CD.

Figure 2: SOX9 mutations identified in six CD patients included in the study. For each image,
a fragment of the wild type allele (wt) with the corresponding codified amino acids is shown
(except for C, where the junction between the first exon and intron is depicted). Altered
nucleotides in the mutant allele (mt) are depicted in red. A: frame shift mutation of patient 1
due to a 1-bp deletion. B-E: Single-nucleotide change observed in patients 4, 5, 7, and 8,
respectively. E: frame shift mutation in patient 11 due to a 1-bp deletion. F: frame shift

mutation in patient 12 due to a 7-bp deletion.
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Table 1: Clinical characteristics of CD patients.

TABLES

Phenotypic

SRY

Sex

Survival

Patient sex Karyotype status reversal GA BW(p?) BL (p?) OFC (p?) time SOX9 Mutation
1 Female NS SRY - No 32 1260 (p10) NS NS 1 day p.Gly263fs277*
2 Male 46,XY NA No® 37 2765 (p50) 42 (<p10) 39.5 (>p90) 24 days Not screened
3 Female 46,XX NA No 37 2990 (p50-75) NS NS NS Not screened
4 Male NS SRY + No 23° 632 29 22.5 NA p.Lys151Ter
5 Female 46,XX NA No NS 2740 (p50) 41 (<p10) 33 (p50) NS IVS1-2A>G
6 Female NS SRY - No 40° 2740 (p10-25) 43 (<p10) NS NA None
7 Male NS SRY + No 37 2770 (p50) 44 (p10) 35 (p90) Neonatal® p.Serd1Ter
8 Female 46,XX NA No 37 2830 (p50) 37 (<p10) 37 (>p90) 11 days 0.GIN232Ter
9 Female 46,XY NA Yes NS 3150 (p75) 42 (<p10) 38 (>p90) 7 days None
10 Female NS NA NS 36 2150 (p25) 37 (<p10) 38 (>p90) 1 day Not screened

43.5
11 Female 46,XX NA No 38 3470 (p75-90) (<p10) 37 (>p90) Neonatal® p.His131fs248*
12 Female NS SRY - No 38 2490 (p10-25) 37 (<p10) 36.5 (>p90) 82 days

p.Phe204fs218*
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@Percentile distribution according to gestational age at birth; bmicropenis and marked bilateral hydrocele; ‘stillbirth; ddeath within first 3 months, not
detailed; BL: birth length (cm); BW: birth weight (g); GA: gestational age (weeks); NA: not applicable; NS: not specified; OFC: birth occipitofrontal
circumference. Patients were referred from medical institutions from Rio Grande do Sul (1-4), Séo Paulo (5-11), and Pernambuco (12) Federative
States. Retrospective cases (n=9; 75%) corresponded to patients evaluated from years 2000 to 2011, while three patients were diagnosed

prospectively.
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Table 2: New SOX9 mutations identified in CD patients included in the study.

Mutation found

Patient cDNA Protein Type
1 c.(783-788)delG p.Gly263fs277* PTC
2 No DNA available®
3 No DNA available®
4 C.451A>T p.Lys151Ter PTC
5 IVS1-2A>G - Splice-site
6 WT WT -

7 c.122C>A p.Ser41Ter PTC
8 €.694C>T p.GIn232Ter PTC
9 WT WT -
10 No DNA available®

11 ¢.390del7 p.His131fs248* PTC
12 c.611delT p.Phe204fs218* PTC

%In these cases, DNA extraction from paraffin-embedded tissues was
attempted, but proved unsuccessful. PTC: premature termination codon;

WT: wild type sequence.
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FIGURES

Figure 1

A

pULAYTY
ere

Typical CD findings observed in the patients included in the study. A: Antero-posterior (AP)
radiography of patient 3, evidencing short long bones with bowed femora and tibiae, a short
thorax with eleven pairs of ribs, and hypoplastic pubic bones. B: Lateral radiography of
patient 4. Bowing of the femora and tibiae, and thoracic constriction are also identifiable. C:
AP radiography of patient 12. In addition to the skeletal abnormalities already described in
patients 3 and 4, hypoplastic scapulae are present. D: Clinical picture of patient 4 at
necropsy. A small, flat face can be observed, as well as micro- and retrognathia and cleft
palate. E: Clinical picture of patient 1 at necropsy, illustrating the club feet and the pre- and

post-tibial skin dimples characteristic of CD.
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Figure 2
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SOX9 mutations identified in six CD patients included in the study. For each image, a
fragment of the wild type allele (wt) with the corresponding codified amino acids is shown
(except for C, where the junction between the first exon and intron is depicted). Altered
nucleotides in the mutant allele (mt) are depicted in red. A: frame shift mutation of patient 1
due to a 1-bp deletion. B-E: Single-nucleotide change observed in patients 4, 5, 7, and 8,
respectively. E: frame shift mutation in patient 11 due to a 1-bp deletion. F: frame shift

mutation in patient 12 due to a 7-bp deletion.
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Supporting information

Table S1: Clinical evaluation of CD patients included in the study.

Patients
Clinical findings 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Prominent frontal bone + +
Prominent occipital bone + + + +
Flat face + + + + + +
Low-set ears + + +
Epicanthal folds + +
Midface hypoplasia + + +
Arched/high palate + +
Cleft palate + + + +
Bulbous nose + +
Flat nasal bridge + + +
Inverted nares + + +
Long philtrum + + +
Micro/retrognathia + + + + + + + + +
Pierre-Robin sequence +
Short/wide neck + + + + + +
Excessive neck skin + +
Short trunk + + +
Wide thorax + +
Mammillary hypertelorism + + +
Inverted nipples
Dislocated hips +
Short limbs + + + + + + + + + + + +
Bowing of lower limbs + + + + + + + + + + + +
Pretibial skin dimples + + + + + + + + + +
Nail hypoplasia +
Club feet + + + + + + + + +
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Table S2: Radiological evaluation of CD patients included in the study.

Patients
Radiological findings 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Hypoplastic cervical vertebrae + + + + +
Hypoplastic scapulae + + + + + + + + + + +
Small, bgll-shaped thorax with 11 + + + +
pairs of ribs
Hypoplastic thoracic pedicles + + + + + + + + +
Thoracic scoliosis
Dislocated radial heads +
Short first metacarpals
Short middle phalanges from +
fingers 2to 5
Dislocated hips + + + + + + +
Vertical, narrow iliac wings + + + + + + + + +
Widely spaced, vertical ischia + + + + + + + + +
Hypoplastic pubic bones + + + + + + + + + +
Bowing of femora + + + + + + + + + + + +
Bowing of tibiae + + + + + + + + + + +

7



Table S3: Compilation of all reported SOX9 mutations associated to CD and ACD.

SOX9 — premature termination codon

Exon cDNA Protein Domain Karyotype Phenotype Sex Survival Reference
1 c.82G>T p.E28Ter NS CD NS NS [1]
1 c.122C>A p.K151Ter SRY* CD M NS [neonatal] This study
1 c.257G>A p.W86Ter 46,XX CD F 12 days [2]
1 261 262insG p.T87fs251% ?(?2’2(;’_‘;%'_[%] cD E‘.':\A/I]}/ Alive at 5 yrs [3]
1 €.296delG p.S99fs109* 46,XY CD F* Alive at 5 yrs [4]
1 c.349C>T p.Q117Ter HMG 46,XY CD F* Alive at 12 yrs [2]
1 ¢.390del7 p.H131fs248* HMG 46,XX CD F NS [neonatal] This study
2 c.442G>T p.E148Ter HMG 46,XY CD F* NS [neonatal] [5]
2 c.442G>T p.E148Ter HMG 46,XX CD F 1yr5mo [6]
2 c.448G>T p.E150Ter HMG 46,XX CD F 2 mo [7]
2 c.451A>T p.K151Ter HMG 46,XY CD {M} 24 days This study
2 c.583C>T p.Q195Ter 46,XX CD F NS [8]
2 €.600delC p.P200fs218* 46,XY CD F*@ Alive at 8 yrs [9]
2 c.611delT p.F204fs218* SRY " CD F 2.5mo This study
2 c.694C>T p.GIn232Ter 46,XX CD F 11 days This study
3 c.714_715insA p.T239fs250* 46,XX CD F 1 mo [10]
3 c.737_738insC p.Q246fs251* 46,XX CD F Neonatal [11]
3 c.737_738insC p.Q246fs251* 46,XY CD F* Neonatal [11]
3 c.737_738insC p.Q246fs251* 46,XY CD F* P Neonatal [11]
3 c.771_772ins5 p.G257fs296* 46,XY CD F* Stillbirth [25 wks] [6]
3 €.783_784insG p.G263fs294* 46,XY CD F* NS [8]
3 c.783-788delG p.G263fs277* SRY "~ CD F 1 day This study
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SOX9 — premature termination codon [continued]

Exon cDNA Protein Domain Karyotype Phenotype Sex Survival Reference
3 C'Z_i%{%%%ﬂ;; oU p.G263fs502* 46,XX CcD F Termination [16 wks] [10]
3 €.820_829del10 p.E277fs278* 46,XX CD F 2.5mo [2]
3 €.858_859ins4 p.286fs294* 46,XY CD F* NS [8]
3 ¢.1070_1112del43 p.Q357fs368* PQA 46,XY CD F* 2 days [2]
3 c.1123C>T p.Q375Ter PQA 46,XY CD F* 7 wks [2]
3 c.1198G>T p.E400Ter 46,XY CD M 2.5mo [2]
3 c.1201C>T p.Q401Ter 46,XY CD F* NS [12]
3 c.1320C>G p.Y440Ter TA 46,XY CD F* NS [neonatal] [5]
3 c.1320C>G p.Y440Ter TA 46,XX CD F Alive at 11 yrs [2]
3 c.1320C>A p.Y440Ter ° TA 46,XY CD F* 3 mo [13]
3 ¢.1330_1333del4 p.443fs468* TA 46,XX CD F Alive at 11 yrs [6]
3 ¢.1372delC p.Q458Rfs468* TA 46,XY CD M 4 mo [14]

SOX9 - C-terminal extensions
Exon cDNA Protein Domain Karyotype Phenotype Sex Survival Reference
3 c.888_889insC p.P297fs577* 46,XX CD F Alive at 6 yrs [3]
i + * o+
3 Ci06T 1060dets  p.P3ss Pasedeld XY €D F NS neonatal 5
3 c.1095G>AT p.A365fs586* PQA 46,XY CD F* 4 mo [15]
3 c.1103_1104insA p.Q368fs576* PQA 46,XY CD [M] >1 day [16]
3 ¢.1103_1104insA p.Q368fs576* PQA 46,XY CD F* >1 day [16]
3  ¢.1216_1217ins16 p.H406fs574* TA 46,XX CD Terminated [21 wks] [10]
3 c.1456_1457insG p.S484fs576* TA 46,XX CD 5yrs [17]
3 c.1113_1114insG p.E499fs576* TA 46,XY CD M Terminated [23 wks] [10]
3 c.1514_1515insC p.T381fs576* TA 46,XY ACD F* P Terminated [22 wks] [18]
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SOX9 — C-terminal extensions [continued]

Exon cDNA Protein Domain Karyotype Phenotype Sex Survival Reference
3 c.1519_1520ins4 p.T507fs558* TA 46,XX CD F >1 day [16]
SOX9 - missense mutations
Exon cDNA Protein Domain Karyotype Phenotype Sex Survival Reference
1 c.227C>A p.A76E Dimer 46,XY CD M Alive at 6 yrs [19]
1 c.316A>G p.K106E HMG 46,XX CD F Terminated [21 wks] [10]
1 c.323C>T p.P108L HMG 46,XY CD F* 6 mo [2]
1 c.334T>C p.F112L HMG 46,XY CD F*° Few days [16]
1 ¢.335T>C p.F112S HMG 46.XY cD [{';\"A]{ Alive at 8 yrs 2]
1 c.337A>G p.M113V HMG 46,XX ACD F Alive at 2 yrs [20]
1 c.338T>C p.M113T HMG 46,XX CD F 5 mo [6]
1 c.356C>T p.A119V HMG 46,XX CD F 12 days [16]
1 c.427T>C p.W143R HMG 46,XY CD F* 5 mo [2]
2 c.455G>C p.R152P HMG 46,XX CD F 2 days [2]
2 c.455G>C p.R152P HMG 46,XX ACD F NS [21]
2 c.462C>G p.F154L HMG 46,XX CD F 1 day [22]
2 c.472G>A p.A158T HMG 46,XY CD F* Alive at 19 yrs [22]
2 c.493C>T p.H165Y HMG 46,XY CD M Alive at 10 yrs [23]
2 c.493C>T p.H165Y HMG 46,XY ACD M Alive at 1.8 yrs [24]
2 c.494A>C p.H165P HMG 46,XY CD {M} Terminated [20 wks] [25]
2 c.495C>G p.H165Q HMG 46,XY ACD M Alive at 8 yrs [20]
2 c.506A>C p.H169P HMG NS CD Terminated [2nd trim.] [1
2 c.507C>G p.H169Q HMG NS CD/SPS © M Alive at 10 yrs [26]
2 ¢.509C>G p.P170R HMG 46,XY CD M 1 mo [2]
2 ¢.509C>T p.P170L HMG 46,XY ACD M Alive at 11 yrs [6]
2 c.509C>T p.P170L HMG 46,X ACD F Alive at 10.5 yrs [27]
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SOX9 — missense mutations [continued]

Exon cDNA Protein Domain Karyotype Phenotype Sex Survival Reference
2 c.517A>G p.K173E HMG 46,XY ACD [M] Alive at 11 mo [28]
2 c.527C>T p.P176L HMG 46,XY ACD F* Terminated [33 wks] [29]
2 c.527C>T p.P176L HMG NS ACD M NS [30]

SOX9 - splice-site mutations

Exon cDNA Protein Domain Karyotype Phenotype Sex Survival Reference
IVS1-2A>C - - 46,XY CD F* NS [16]
IVS1-2A>G - - 46,XX CD F NS [neonatal] This study
IVS2+1G>A - - 46,XY CD F* NS [neonatal] [5]

SOX9 — in-phase deletions

Exon cDNA Protein Domain Karyotype Phenotype Sex Survival Reference
1 €.196_225del30 p.E66_E75del10 Dimer 46,XX CD F >1 day [19]
3 ¢.1047_1130del84 p.P301_P328del28 ° PQA 46,XY ACD F* Alive at 1.8 yrs [31]

®With dysgerminoma. ®With true hermaphroditism. “Patient characterized as 'intersex'. YMutation in homozygosis. “Mild CD/ small patella syndrome. M:
male; [M]: male with hypospadias; {M}: male with small penis; M*: 46,XX sex reversal; F: female; F*: 46,XY, sex reversal, as proposed by Fonseca et
al. [32]. ACD: acampomelic campomelic dysplasia; CD: campomelic dysplasia; Dimer: dimerization domain; HMG: high-mobility group DNA binding
domain; NS: not specified; PQA: proline-glutamine-alanine-rich domain; TA: transactivation domain.
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Figure S1

WT SOX9 -

Patient 1 -

Patient 4 C.

Patient 7 D

Patient 8 - 7/// :ﬂ]ﬂ
Patient 11 - 74

Patient 12 - ]

Putative SOX9 proteins resultant from the premature stop codon mutations identified in six

CD patients. The wild type (WT) protein is shown as a reference, with its functional

domains identified. DIM: dimerization domain; HMG: high-mobility group DNA binding

domain; K2: minor transactivation domain; PQA: proline-glutamine-alanine-rich domain;

TA: major transactivation domain; as proposed by Yusuf et al. [2012]. The final black
segments depicted in patients 1, 11, and 12 denote mutant amino acids that would be

incorporated in the polypeptide chains due to translational frame shift.
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3 - RESULTADOS

3.2 — Caracterizagao de displasias esqueléticas com manifestagdo pré-natal no

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Artigo 2: “Prenatal Diagnosis of Skeletal Dysplasias in a Brazilian Tertiary

Reference Center: A 20-year Follow-up and Review of the Literature.”

Manuscrito em processo de submissao ao periddico
“Prenatal Diagnosis”.
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What is already known about this topic?

e About 40% of skeletal dysplasias, many of which are lethal, can be recognized
in the prenatal period, although the definition of specific conditions is usually
difficult.

o Different studies demonstrate that skeletal dysplasias are being detected
earlier in pregnancy in more recent years, due to dedicated prenatal
programs.

e The correct prenatal evaluation of a skeletal dysplasia patient directly

influences pregnancy management and outcome.

What does this study add?

e To the best of our knowledge, this is the first systematic retrospective
evaluation of skeletal dysplasias with prenatal manifestation held at a Brazilian
reference center.

e Frequencies of individual conditions are in agreement with other studies, but
cases seem to be detected at later stages, which may impact pregnancy

management and outcome.
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e The data reported here argue in favor of better prenatal practices for the

management of skeletal dysplasias in Brazil.

89



ABSTRACT

Objective: To evaluate the status of prenatal detection of osteochondrodysplasias
(OCDs) and the frequency of the individual conditions in a single Brazilian reference
center.

Method: Retrospective analysis of OCD cases with prenatal manifestation detected in
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, from November 1993 to November 2013.
Clinical, ultrasonographic (US) and radiological data were reviewed.

Results: Thirty-three patients with prenatal evidence of an OCD were identified.
Median gestational age (GA) at first US was of 12 weeks, with a mean of 3.5
examinations performed per patient. The mean GA at diagnosis was of 23.3 weeks
and this remained constant during all the evaluated years. Perinatal lethality was
observed for 81.8% (n=27) of patients. Final diagnoses included 12 different OCDs,
of which type Il osteogenesis imperfecta (24.2%, n=8), thanatophoric dysplasias
(21.2%, n=7), and campomelic dysplasia (12.1%, n=4) were the most frequent. A set
of only 5 genes was predicted to likely account for the majority (81.2%, n=26) of the
cases here identified.

Conclusion: The late prenatal detection of OCDs observed in this study highlights the
need for better access to standardized prenatal care in Brazil, aiming at the

improvement in management of OCDs.
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INTRODUCTION

Skeletal dysplasias, or osteochondrodysplasias (OCDs), comprise a vast and
heterogeneous group of diseases that affect bone growth and/or development1. The
2010 Nosology and Classification of Genetic Skeletal Disorders recognizes more
than 450 different conditions, many of which correspond to OCDs?. Mutations
implicated in OCDs are usually found in genes that code for structural or signaling
components of skeletal tissues with sustained expression from organogenesis
through adult life'.

Although OCDs are individually rare, their combined frequency is relevant and
contributes to the infantile morbimortality. For instance, the prevalence of OCDs has
been recently estimated at 3.2 cases per 10,000 births in South America and the
perinatal lethality was observed in 50% of cases®. Similar rates of lethality were
observed by several other studies®’. In the prenatal period, it is estimated that
approximately 40% of the OCDs can be recognized by a second or an early third
trimester ultrasonography (US), with a high proportion of lethal cases®. However, the
proposition of a specific diagnosis before delivery is commonly challenging6'7'9.

Despite the great advances in the molecular understanding of many OCDs
associated with the growing feasibility of DNA sequencing, it remains of vital
importance the postnatal radiological examination by a babygram for correct
assessment and specification of the final diagnosis'®. Even through extensive
radiographic analysis, recent multicentric studies have reported frequencies of
undiagnosed patients as high as 25%*>"".

Here we report a South-Brazilian cohort of OCD patients with prenatal
evidence of bone abnormalities referred to the Fetal Medicine Group of Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
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METHODS

All presumptive cases of OCD detected during pregnancy referred to the Fetal
Medicine Group of HCPA from November 1993 to November 2013 were
retrospectively evaluated. Clinical data, prenatal US examinations, neonatal
radiographs, and clinical photos were independently reviewed by two physicians with
expertise in OCDs (MTVS and DPC). We used the diagnostic evidence levels
proposed by Barbosa-Buck et al® to evaluate the data quality and exclude from
analysis patients for whom any US description and/or good radiographic images
were lacking.

Nomenclature and classification of OCDs followed the criteria proposed by the
International Skeletal Dysplasia Society’. The anonymous disclosure of patients’
information was subjected to the ethical approval of the Institutional Review Board of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre and the Brazilian National Committee for Ethics

in Research.

RESULTS
Clinical characterization

From 40 presumptive cases of shortening of long bones detected by US
examination, 33 patients (84.6%) had sufficient medical records enabling the
confident ascertainment of OCD phenotypes (Figure 1). Of those, for 32 patients
(97.0%) a final specific diagnosis could be established based on postnatal X-rays.

Diagnoses included 12 different OCDs distributed in seven nosologic groups (Table

1).
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Although the majority (n=23; 69.7%) of the patients were born alive (Figure 1),
perinatal lethality was observed in 81.8% of the infants (n=27). Prenatal prediction of
lethality was registered on the medical records of 13 patients, all of whom were either
stillborns or died within the neonatal period. For the remaining cases, there was no
prediction about the prognosis (lethal or non-lethal), e.g.: there were no
ultrasonographic evidences for lethality referred on the medical records. Taking into
account only the 13 cases in which this information was clearly stated, the accuracy
of lethality estimation for this cohort was 100% (see Figure 1). However, it is striking
that 51.8% of the lethal cases (n=14) did not have any documented prenatal
prediction of lethality.

The most common diagnoses were type Il osteogenesis imperfecta (Ol II; n=8,
24.2%), the thanatophoric dysplasias type | and Il (TD; n=7, 21.2%), and campomelic
dysplasia (CD; n=4, 12.1%) (Figure 2). For Ol |l patients, autosomal dominant
inheritance was attributed to seven infants, while one case was suggestive of
recessive inheritance due to family history of parental consanguinity and recurrence
of a lethal condition in three previous gestations.

One male baby presented with multiple malformations and skeletal findings of
overt campomelia of humeri and femora, and a short, narrow thorax with 11 pairs of
ribs. At physical examination, this baby had short bowed upper and lower limbs,
clynodactyly of fifth fingers and talipes equinovarus. Death occurred shortly after birth
and post-mortem examination evidenced marked pulmonary hypoplasia,
transposition of the great arteries, bilateral renal dysplasia with megaureters,
enlarged bladder and urethral agenesis. The skeleton resembled the phenotype most
commonly observed in campomelic dysplasia; however, the additional severe internal

findings may argue in favor of a polymalformative syndrome. Unfortunately, no
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biological samples were available for DNA extraction and molecular investigation of
this case.

Although sample size was small and data showed great variability, there was a
slight positive tendency in the number of OCD patients diagnosed per year analyzed
(Figure S1), ranging from 0 up to 5 individuals detected per year. Mean maternal and
paternal ages were of 27.2 £ 6.0 and 32.4 + 7.8 years, respectively.

Prenatal screening

For most patients (60.6%, n=20) the first sign of skeletal abnormalities
(namely, short limb bones) was evidenced by a second trimester ultrasonography,
and the mean gestational age at the first diagnosis in this cohort was of 23.3 + 5.5
weeks (median=23 weeks) (Figure 3). The mean gestational age at the first prenatal
diagnosis of an OCD did not change consistently over the period evaluated. In fact, a
very subtle increase in gestational age at diagnosis was detected in recent years
(Figure S2).

Table 2 shows the reported US findings of each patient included in the study
correlated to the final diagnosis. Gestational age at the first US examination was
highly heterogeneous (median of 12 weeks), ranging from 5 to 26 weeks, with a high
proportion of cases being first examined late in pregnancy. In fact, for seven patients
(21.2%) the US suggesting a skeletal dysplasia phenotype was the first examination
performed. Additionally, the mean number of US examinations performed in this
cohort was of 3.5 £ 2 per patient. Despite these observations, the majority of cases
had a morphologic US performed between 18 and 22 weeks of gestation (78.8%,
n=26). Of note, most cases did not contain a detailed ultrasound description, neither
the proposition of a specific diagnosis (for instance, decreased echogenicity and

fractures in Ol II).
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Molecular genetics

Based on the radiographic findings of a skeletal dysplasia patient, it is often
possible to infer one or a few candidate genes, which might be responsible for the
phenotype. Following this rationale, 24.2% of patients were characterized as
probably encoding mutations in fibroblast growth factor receptor type 3 (FGFRS3),
corresponding to the achondroplasia and thanatophoric dysplasia infants (Figure 4).
Another 21.2% of this cohort (seven patients with Ol type Il) is likely to encode
mutations in either COL71A1 or COL1A2, the genes for type | collagen chains a1 and
a2, respectively. This same frequency was observed for cases predicted to encode
mutations in COL2A1 (type |l collagen chain a1), which comprised patients with type
Il achondrogenesis, spondyloepiphyseal dysplasia congenita, and
hypochondrogenesis. Noteworthy, almost 80% of individuals in this study group were
predicted to encode mutant alleles in one of only five genes — COL1A1, COL1AZ2,
COL2A1, FGFR3, and sex determining region Y-box 9 (SOX9). Two patients were
diagnosed with short rib-polydactyly syndrome type 1/3 (SRPS 1/3) and another one
with recessively inherited Ol Il due to recurrence of a lethal Ol phenotype (although,
in this case, parental germline mosaicism cannot be excluded). In these three
instances candidate gene prediction was defined as “unspecific’. While there are
cases of SPRS 1/3 that are due to mutations in DYNCZ2H1 (dynein, cytoplasmic 2,
heavy chain 1) or IFT80 (intraflagellar transport 80 homolog) genes, some cases are
not linked to mutant alleles of either genes, making genetic testing for this condition
less straightforward. In a similar manner, recessive Ol Il has been linked to mutations
in at least three collagen-modifying genes. The patient left undiagnosed in our cohort
was included in the category “undefined” regarding the proposition of candidate

genes.
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DISCUSSION

The prenatal identification of OCDs remains a challenging field of
investigation. Although hundreds of individual OCDs have been described?, there is a
restricted set of conditions that can be recognized during the prenatal period"". In our
cohort, Ol Il and TD were the most frequent diagnoses (24.2% and 21.2%,
respectively; see Table 1), which has been a constant finding in the literature since
the establishment of routine fetal ultrasound screening'"'#'*. CD was the third most
common diagnosis among the patients reported here, in agreement with the case
series presented by Rasmussen et al.'*, even though similar studies identified a
higher prevalence of achondrogenesis type 2 in comparison to CD**% ™",

As reported by others, we could not establish a specific diagnosis to all
patients included in the study; noteworthy is that the frequencies of undiagnosed
skeletal dysplasias range from 0 to 25% in different studies, and larger cohorts have
reported higher percentages of unresolved cases, despite medical expertise in the
evaluation of skeletal dysplasias4‘5. These observations stress out the clinical
complexity of OCDs and the need for a multidisciplinary diagnostic approach. Several
reasons might account for undiagnosed OCDs; for instance, many conditions present
with similar radiographic findings, usually hindering the definition of specific bone
dysplasias™®.

No reduction in the mean gestational age at the moment of the first prenatal
diagnosis was observed in this study considering the years evaluated. Although our
sample size was small for any formal statistical inference, the phenomenon of
anticipation in the prenatal detection of skeletal dysplasias, as well as the

improvement in diagnostic accuracy over time, has been observed by several
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authors” """, Most of our patients (60.6%) had a skeletal dysplasia detected by a
second trimester ultrasound, a figure that resembles the data reported by Krakow et
al."". However, those researchers observed a majority of patients being diagnosed
prior to 20 weeks of gestation, while we identified only 8 infants in this category, and
an overall mean gestational age at the first diagnosis of an OCD of 23.3 weeks. This
probably relates to the difficulties in the access to public ultrasonographic prenatal
care in Brazil experienced by the maijority of the population, associated to a high rate
of unplanned pregnancies17’18. Commonly, in the Brazilian public health system, the
majority of women do not perform serial morphologic evaluations'®, and there is a low
proportion of women initiating prenatal care early in pregnancy®®?'. This finding is
likely to influence the mean gestational age at the first detection of an OCD, and
could be responsible for the comparatively late diagnoses reported here when
compared to similar studies. Moreover, the status of our Institution as a tertiary
reference center could be contributing to a selection bias towards patients with more
challenging diagnoses, differently from others that evaluate the diagnostic accuracy
of OCDs in primary care units'".

Although it was not possible to estimate the prenatal diagnostic accuracy in
our cohort, the percentage of lethal cases that were ascertained so during the
prenatal period was similar to the figures reported by others*®"?72* Taple 3
compares these data with those found in other studies, as well as individual
frequencies of the most commonly diagnosed OCDs in the prenatal period. It
becomes clear that, despite clinical expertise and methodological improvement, the
correct recognition of a skeletal dysplasia in utero is still troublesome, and should
always be confirmed by a postnatal babygram. Perhaps the routine incorporation of

complementary imaging modalities for undiagnosed patients, as has been proposed
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for three-dimensional (3D) ultrasound®® and 3D computed tomography?® would
improve the ability to prenatally recognize a skeletal dysplasia. However, this issue is
still largely open to debate, since some authors challenge the real diagnostic
contribution of such methods’, specially if these are to be incorporated in current
public prenatal health policies.

Perinatal death was highly prevalent in our cohort, accounting for more than
80% of patients, even though the majority of infants were live born. This last finding is
in contrast with studies that have detected an increasing proportion of pregnancy
terminations among prenatally detected skeletal dysplasias”; however, our data
might be explained by the fact that, with rare exceptions such as is the case of

anencephaly, abortion is not legalized in Brazil"®

. In a minority of cases, legal
authorization for pregnancy termination can be obtained when the prenatal
identification of a congenital lethal disorder is clearly established, reinforcing the
importance of an accurate diagnosis.

Concerning the prediction of causative genes for individual OCDs, although
our mutational predictions were not confirmed by DNA sequencing, the radiographic
evaluation of a skeletal dysplasia patient usually yields an accurate molecular
hypothesis”. In this way, our data are suggestive of a high prevalence of mutations
in a limited set of causative genes in patients with skeletal dysplasias with prenatal
onset. The fact that approximately 80% of our patients were predicted to encode
mutations in one of only five candidate genes (see Figure 4) has profound relevance
to the establishment of a molecular diagnosis rationale, especially if this is to be
offered as a routine service in publicly funded institutions, as is our case. Of course,

future determination of the accuracy of the proposed molecular diagnoses for

individual skeletal dysplasias will be essential to the establishment of a cost-effective
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testing strategy, for example, through next-generation sequencing panels of

candidate genes.

CONCLUSION

We present a long retrospective study of a cohort of prenatally diagnosed
skeletal dysplasia patients held at a single reference Brazilian center. Frequencies of
the most common OCDs with prenatal manifestation were in agreement with other
studies, as well as the prenatal estimation of lethality. Although not being able to
estimate the accuracy of the prenatal diagnosis, this study adds to the epidemiologic
characterization of skeletal dysplasias with antenatal manifestation, especially in
what concerns the developing countries, where data on this issue are still scarce.
Finally, this work highlights the urgent need for better access to public standardized
prenatal care in Brazil, aiming at the improvement in management of pregnancies in

which a skeletal dysplasia is detected.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Flow chart of all skeletal dysplasia patients with prenatal manifestation
identified in this study. After initial exclusion of seven cases due to insufficient data,
33 patients were included in the analysis. Although 27 cases were lethal, the bad
prognosis was only clearly stated on US records of 13 patients, and this number was

used to determine the accuracy of lethality estimation.

Figure 2: Birth status and number of skeletal dysplasia patients identified in this study
according to specific conditions. AO2/ DTD: atelosteogenesis type I/ diastrophic
dysplasia; SEDC: spondyloepiphyseal dysplasia congenital; Ol: osteogenesis

imperfecta; SRPS 1/3: short ribs-polydactyly syndrome 1/3.

Figure 3: Distribution of skeletal dysplasia diagnoses by gestational age (GA) at the
moment of the first evidence of an osteochondrodysplasia (OCD). The solid line
shows the normal distribution of the data centered at 23.3 weeks (standard deviation:

+ 5.0 weeks).

Figure 4: Proposition of candidate genes for specific skeletal dysplasias based on
radiographic analysis and characteristic findings. Ol Il patients with dominant
inheritance were predicted to encode mutations in either COL1A7 or COL1A2 genes
(type | collagen chains a1 and a2, respectively). FGFR3 (fibroblast growth factor
receptor type 3) accounted for TD and achondroplasia; COL2A1 (type |l collagen
chain a1) for type Il achondrogenesis, spondyloepiphysealdysplasia congenita, and

hypochondrogenesis; SOX9 (sex determining region Y-box 9) for CD; SLC26A2
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[solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2] for type Il atelosteogenesis/
diastrophic dysplasia; RMRP (RNA component of mitochondrial RNA processing
endoribonuclease) for cartilage-hair hypoplasia; CHST3 [carbohydrate (chondroitin 6)
sulfotransferase 3] for recessive Larsen syndrome; “unspecific’ for short ribs-
polydactyly syndrome 1/3 and recessive Ol Il (see Table 1); and “undefined” for the

undiagnosed patient.

Figure S1: Number of patients with a skeletal dysplasia diagnosed in the prenatal
period per year of the retrospective evaluation (solid line) and linear regression

model (dashed line).

Figure S2: Distribution of mean gestational age (GA) at the first diagnosis of a

skeletal dysplasia as a function of year of detection (empty squares). Linear

regression is represented by the dashed line.
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TABLES

Table 1: Specific skeletal dysplasias with prenatal manifestation identified in this

study.
Number of Disorder Nosology MIM Candidate gene
patients [n (%)] group?®

8 (24.2) Osteogenesis imperfecta type 2 25

5(15.2) Thanatophoric dysplasia type 1 1
4 (12.1) Campomelic dysplasia 18
3(9.1) Achondrogenesis type 2 2
2 (6.1) SEDC" 2
2(6.1) SRPS type 1/3° 9
2(6.1) Thanatophoric dysplasia type 2 1
2(6.1) Hypochondrogenesis 2
1(3.0) Achondroplasia 1
1(3.0) Atelosteogenesis type 2 4
1(3.0) Cartilage-hair hypoplasia 11

Suggestive recessive Larsen
1(3.0) 4
syndrome
1(3.0) Undefined -

166210

187600
114290
200610

183900

263510

187601
200610
100800
256050

250250

143095

Various®
FGFR3
SOX9
COL2A1
COL2A1
DYNC2H,
IFT80°
FGFR3
COL2A1
FGFR3
DTDST

RMRP

CHST3

®According to Warman et al. 2011.

bSpondyloepiphyseal dysplasia congenita.

°Short ribs-polydactyly syndrome type 1/3 (Saldino-Noonan/ Verma-Naumoff).

9Some SRPS 1/3 cases are unlinked to both DYNC2H and IFT80.

°COL1A1 and COL1A2 for dominant inheritance, and CRTAP, LEPRE1, and PPIB for recessive

inheritance.
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Table 2: Clinical outcome and major ultrasonographic findings of skeletal dysplasia patients.

GA at first GAat Morphologic Total
Case Final diagnosis diagnosis number of US findings
US (weeks) us
(weeks)® us
1 Achondrogenesis type |l 8 13 Yes Cystic hygroma, short long bones.
2 Achondrogenesis type |l 26 26 No Hypoplastic thorax, short long bones.
3 Achondrogenesis type |l 24 27 No 2 Narrow and short thorax, polyhidramnios, short
long bones.
4 Achondroplasia 19 36 Yes 2 Polyhidramnios, short long bones <p5.
5 AO2/ DTD" 17 17 No 1 Very short fetal long bones and short trunk.
6 Campomelic dysplasia 13 14 Yes 4 Micrognathia, short long bones, bowed femur.
7 Campomelic dysplasia 7 23 Yes 4 Short long bones.
8 Campomelic dysplasia 7 23 Yes 3 Intrauterine death, short long bones, bowed
femur, hypoplastic thorax.
9 Campomelic dysplasia NS 25 No 2 Polyhidramnios, short long bones.
10  Cartilage-hair hypoplasia 8 20 Yes 8 Femur length below 2 standard deviations;
familial recurrence, 10-year-old son diagnosed.
11 Hypochondrogenesis 11 16 Yes 5 Short long bones.
12 Suggestive Larsen 12 25 Yes 4 Arthrogryposis secondary to fetal akinesia.
syndrome (AR)°
13 Ol type II° 18 18 Yes 10 Micrognathia, short long bones <p2.5.
14 Ol type Il 18 19 Yes 2 Short long bones.
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15
16
17
18
19

20

21
22

23
24

25
26

27

28
29

Ol type I
Ol type I
Ol type Il
Ol type I
Ol type I

Ol type I

SEDC®
SEDC

SRPS 1/3
SRPS 1/3f

TD type |

TD type |

TD type I°

TD type |
TD type |

11
10
24
16
13

NS
NS

20
18

22
22
24
29
23

27

20
23

20
36

17
22

27

25
26

Yes
Yes
No
Yes

Yes

Yes

Yes
Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

NS

Yes

Yes

—

N W

NS
NS

Long bones <p5.
Short long bones.

Short long bones, bilateral ventriculomegaly.
Brachicephaly, short long bones.
Intrauterine death, short and bowed long bones
<p5, possible achondroplasia.
Hydrocephaly, polyhidramnios, skeletal
dysplasia.

Short long bones.

Long bones <p5.

Short long bones.
Polyhidramnios, long bones <p2.5, syndactyly,
thoracic commitment, prominent face.

Long bones <p5.

Small thorax and short long bones,
macrocephaly, polyhidramnios.

Narrow thorax, short long bones, polyhidramnios.
Short long bones.
Severe shortening of long bones, platyspondyly,

poor mineralization, flat nasal bridge, narrow

thorax, club feet, low set ears.
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30 TD type | 7 34 Yes
31 TD type Il 18 20 Yes
32 Undiagnosed 25 25 No
33 Hypochondrogenesis 7 26 Yes

Cloverleaf skull, frontal bossing, polyhidramnios,
short ribs and narrow thorax.
Poor mineralization of the cranium, short long
bones and ribs.
Bilateral hydronephrosis, micrognathia, possible
skeletal dysplasia.

Femur length <p5

®Gestational age at the first evidence of a skeletal dysplasia.

®Intermediate phenotype between atelosteogenesis type 2 and diastrophic dysplasia.

°Suggestive autosomal recessive Larsen syndrome

40I: osteogenesis imperfecta.

°SEDC: spondyloepiphyseal dysplasia congenita.

'SRPS 1/3: short ribs-polydactyly syndrome 1/3 (Saldino-Noonan / Verma-Naumoff).
9TD: thanatophoric dysplasia.

NS: not specified.
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Table 3: Diagnostic accuracy and reported frequencies of skeletal dysplasias with prenatal manifestation in selected cohorts.

This Tretter, Parilla, Witters, Schramm, Khalil, Yeh, Stevenson, Barbosa-
study 1998 2003 2008 2009 2011 2011 2012 Buck, 2012
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Period (years) 20 9 8 10 23 17 8 10 8
Prenatal/postnatal evaluation  Prenatal Both Prenatal Prenatal Prenatal Prenatal  Prenatal Both Both
Suspected cases 40 29 37 46 178 15 40 184 536
Cases excluded 7 (17.5) 0 (0) 6 (16.2) 8 (17.4) 16 (8.9) 0(0) 0(0) 31 (16.8) 44 (8.2)
False-positives NS 1(3.4) 2(5.4) 0 (0) 12 (6.7) 0°(0) 0(0) NS NS
Diagnostic accuracy
Confirmed cases 33 28 31 38 162 15 40 153 492
Prenatal accuracy NS 13 (46.4) 20 (64.5) 25 (65.8) 110 (67.9) 9 (60.0) 23 (57.5) 82 (53.6) NS
Perinatal death® 27 (81.8) 289(100) 16 (51.6) 27 (71.0) 114 (70.3) NS 35 (87.5) 64 (41.8) 244 (49.6)
Cases predicted as lethal 13(39.4) 26(92.8) 16(51.6) 27 (71.0) 114 (70.3) NS 30 (75.0) 47 (30.7) NS
Prenatal lethality accuracy 13 (100) 26 (100) 16 (100) 27 (100) 113 (99.1) NS 30 (100) 47 (100) NS
Most common diagnoses
Achondrogenesis® 3(9.1) 1(3.6) 0(0) 2 (5.3) 8 (4.9) 2 (13.3) 2 (5.0 6 (3.9) 10 (2.0)
Achondroplasia 1(3.0) 0 (0) 3(9.7) 6 (15.8) 9 (5.5) 0 (0) 7(17.5) 18 (11.8) 68 (13.8)
Atelosteogenesis® 1(3.0) 1(3.6) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Campomelic dysplasia 4 (12.1) 2(7.1) 0(0) 2 (5.3) 8 (4.9) 0(0) 0(0) 5(3.3) 15 (3.0)
Cartilage-hair hypoplasia 1(3.0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 1(0.6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(0.2)
Cleidocranial dysplasia 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 6 (3.9) 3 (0.6)
Diastrophic dysplasia 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 5(3.1) 0 (0) 0 (0) 1(0.6) 2(0.4)
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Ellis-van Creveld 0 (0)

Hypochondrogenesis 2(6.1)
Hypochondroplasia 0 (0)
Suggestive Lzr;en syndrome 1(3.0)
oIl 0 (0)
Ol ll 8(24.2)
ol 1l 0 (0)
ol v 0 (0)
Ol undefined 0(0)
SEDC 2(6.1)
Short-ribs dysplasias® 2(6.1)
D 7(21.2)
No specific diagnosis 1(3.0)

0 (0)
1(3.6)
0 (0)

0(0)
0(0)
(0)
(0)
10.7)
14 (50.0)
0(0)

0
0
3(

1(3.2)
0 (0)
0 (0)

0 (0)

0(0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
6 (19.4)
0 (0)
0 (0)
8 (25.8)
0 (0)

2 (5.3)
0 (0)
0 (0)

0(0)
0(0)
13 (34.2)
7 (18.4)
0(0)

35°(21.6)

0(0)
0(0)
17 (10.5)
40 (24.7)
9 (5.5)

1(6.7)
0 (0)
0 (0)

0 (0)

0(0)
2 (13.3)
0(0)
0(0)
0(0)
1(6.7)
4 (26.7)
2 (13.3)
0(0)

0 (0)
0(0)
0(0)

0 (0)

0 (0)
1(2.5)
1(2.5)

0 (0)

7 (17.5)

0 (0)

5 (12.5)
4 (10.0)
10 (25.0)

22 (14.4)
16 (10.4)

5(1.0)
7 (1.4)
7 (1.4)

2 (0.4)

289(5.7)
55 (11.2)

289 (5.7)

32 (6.5)
2 (0.4)
16 (3.2)

73 (14.8)

118 (24.0)

aStillborns, pregnancy terminations, and live births resulting in death in the neonatal period.

°All types included.

“Short-ribs syndromes + asphyxiating thoracic dysplasia Jeune.

“This study evaluated only lethal skeletal dysplasia cases.

°Osteogenesis imperfecta types Il Ill and IV combined.

This study evaluated only skeletal dysplasia cases detected in 14 weeks' gestations and confirmed postnatally.

9Osteogenesis imperfecta |, Il and IV combined.

NS: not specified; Ol: osteogenesis imperfecta; SEDC: spondyloepiphyseal dysplasia congenita; TD: thanatophoric dysplasia types | and Il.
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FIGURES

Figure 1

Suspected skeletal
dysplasias (n=40)

Cases excluded
* Lack of essential data (n=7)

Confirmed skeletal
dysplasia cases (n=33)

Diagnostic accuracy

Lethality

Conclusive
diagnosis of OCD in
32 cases (97.0%)

Flow chart of all skeletal dysplasia patients with prenatal manifestation identified in

this study. After initial exclusion of seven cases due to insufficient data, 33 patients

» Stillbirths (n=10)
* Live births (n=17)

Perinatal death in 27
cases (81.8%)

Prenatal lethality defined
in 13 cases (39.4%)

* Perinatal death in all
cases

* Lethality assessment
accuracy = 100%

were included in the analysis. Although 27 cases were lethal, the bad prognosis was

only clearly stated on US records of 13 patients, and this number was used to

determine the accuracy of lethality estimation.
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Figure 2

ONot specified
@ Stillbirth
H Live birth

oi.mi ﬁllll..

Number of patients

N W A O N 0 O

—

Birth status and number of skeletal dysplasia patients identified in this study
according to specific conditions. AO2/ DTD: atelosteogenesis type I/ diastrophic
dysplasia; SEDC: spondyloepiphyseal dysplasia congenita; Ol: osteogenesis

imperfecta; SRPS 1/3: short ribs-polydactyly syndrome 1/3.
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Figure 3

Number of patients

30 40

20 25
GA at diagnosis

Distribution of skeletal dysplasia diagnoses by gestational age (GA) at the moment of
the first evidence of an osteochondrodysplasia (OCD). The solid line shows the
normal distribution of the data centered at 23.3 weeks (standard deviation: + 5.0

weeks).
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Figure 4

Undefined
CHST3
RMRP
SLC2B6A2
Unspecific
S0OX9

COL2ZA1

Proposed candidate genes

COL1A1/2

FGFR3

0 25 5 15 10 125 15 175 20 225 25
% ofall cases

Proposition of candidate genes for specific skeletal dysplasias based on radiographic
analysis and characteristic findings. Ol Il patients with dominant inheritance were
predicted to encode mutations in either COL1A1 or COL1A2 genes (type | collagen
chains a1 and a2, respectively). FGFR3 (fibroblast growth factor receptor type 3)
accounted for TD and achondroplasia; COL2A1 (type |l collagen chain a1) for type Il
achondrogenesis, spondyloepiphyseal dysplasia congenita, and
hypochondrogenesis; SOX9 (sex determining region Y-box 9) for CD; SLC26A2
[solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2] for type Il atelosteogenesis/
diastrophic dysplasia; RMRP (RNA component of mitochondrial RNA processing

endoribonuclease) for cartilage-hair hypoplasia; CHST3 [carbohydrate (chondroitin 6)
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sulfotransferase 3] for recessive Larsen syndrome; “unspecific’ for short ribs-
polydactyly syndrome 1/3 and recessive Ol Il (see Table 1); and “undefined” for the

undiagnosed patient.
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Figure S1
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Year of diagnosis

Number of patients with a skeletal dysplasia diagnosed in the prenatal period per
year of the retrospective evaluation (solid line) and linear regression model (dashed

line).
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Figure S2
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Distribution of mean gestational age (GA) at the first diagnosis of a skeletal dysplasia
as a function of year of detection (empty squares). Linear regression is represented

by the dashed line.
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3 - RESULTADOS

3.3 — Relato de caso: Espectro fenotipico da atelosteogénese tipo 2/ displasia
diastrofica — diagndstico pré-natal e pré-implantacional.

Artigo 3: “Atelosteogenesis type 2/ diastrophic dysplasia phenotypic spectrum:

from prenatal to preimplantation genetic diagnosis.”

Manuscrito submetido ao periddico “Reproductive

BioMedicine Online”.
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Abstract

We report a patient with an intermediate phenotype between atelosteogenesis
type Il AO2 and diastrophic dysplasia, two severe osteochondrodysplasias due to
mutations in SLC26A2, and present the successful application of preimplantation
genetic diagnosis (PGD) in this situation. At request from the parents, PGD was
developed through haplotype mapping of parental SLC26A2 alleles in embryos.
Transference to the mother was attempted twice, finally resulting in pregnancy and
delivery of a healthy baby. This exemplifies the utility of PGD for inherited lethal
conditions with significant risk of recurrence, and highlights the importance of

accurate diagnosis of skeletal dysplasias with prenatal manifestation.

Keywords

atelosteogenesis type 2, diastrophic dysplasia, genetic counseling, preimplantation

genetic diagnosis, prenatal diagnosis, skeletal dysplasia
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Introduction

Skeletal dysplasias, or osteochondrodysplasias (OCDs), comprise a vast
group of genetic diseases affecting the formation of the skeleton. About 40% of
OCDs can be recognized in the prenatal period (Krakow et al., 2008), and,
combined, OCDs are frequent conditions that significantly contribute to perinatal
death (Barbosa-Buck et al., 2012). An interesting group of recessive OCDs is due
to mutations in the diastrophic dysplasia sulfate transporter gene (DTDST), also
known as SLC26A2. Conditions with this genetic basis range from lethal
achondrogenesis 1B and atelosteogenesis 2 (AO2), to diastrophic dysplasia
(DTD), and milder phenotypes. AO2 and severe DTD may present with similar
clinical and radiological findings, which sometimes hinders their antenatal
distinction (Barbosa et al., 2011). This suggests a transitional AO2/DTD
phenotype, in which different SLC26A2 alleles may contribute to a spectrum of

OCDs (Macias-Gomez et al., 2004).

Methods
Detection of mutations

The SLC26A2 gene was amplified by PCR and screened for the four most
common SLC26A2 mutations by restriction enzyme digestion and gel
electrophoresis with positive and negative controls. Subsequently, selective
fragments of the gene were analyzed by bidirectional fluorescent direct
sequencing. Results have been confirmed in a second amplification product.
Primer sequences and PCR conditions are available upon request.

Preimplantation genetic diagnosis
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The established protocol followed the guidelines of the Preimplantation
Genetic Diagnosis (PGD) International Society (Preimplantation Genetic Diagnosis
International Society, 2008). Twenty-four oocytes were fertilized and 19 embryos
were successfully produced. DNA was extracted from trophectoderm cells of
eleven viable embryos on the fifth day post-fertilization. All biopsied embryos were
cryopreserved until transference to the mother. Whole-genome amplification was
performed and samples were screened for SLC26A2 alleles by parental haplotype
analysis, based on the mutations identified. As requested by the parents, 24-
chromosome array-comparative genomic hybridization (aCGH) was also employed
for detection of chromosomal abnormalities.

The individuals reported here were informed and consented with the
anonymous disclosure of their medical information. This work was ethically
reviewed and approved by the Institutional Review Board of Hospital de Clinicas

de Porto Alegre.

Results

Recently, a non-consanguineous couple (32-year-old father and 30-year-old
mother) of Portuguese ancestry was referred to our Institution during their second
pregnancy due to recurrence of detection of a severe OCD. Their previous
pregnancy ended at 16 weeks of gestation, after short fetal long bones and trunk
constriction were detected. During the second pregnancy, ultrasonography
identified again very short long bones and pregnancy ended at 17 weeks.
Postnatal physical examination revealed a female fetus with severely shortened

limbs and fingers with hitchhiker thumbs, varus deformity of lower limbs, talipes
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equinovarus with a wide gap between first and second toes, relative
macrocephaly, midface hypoplasia, micrognathia, and short trunk (Fig. 1A).
Babygram showed narrowing of upper thorax, thin ribs, round ilia, and short long
bones and metacarpals (Fig. 1B). These findings were very suggestive of either
AO2 or DTD.

SLC26A2 sequencing characterized the fetus as a compound heterozygote
for two known pathogenic SLC26A2 point mutations, ¢.559C>T (p.Arg178Ter) of
paternal, and ¢.862 C>T (p.Arg279Trp) of maternal origins (Fig. 1C).

A PGD protocol was elected by the family for a subsequent pregnancy.
Haplotype reconstructions identified only two embryos carrying both wild type
SLC26A2 alleles (Supplementary table 1). These were firstly transferred to the
mother, but no pregnancy developed. Of the other 9 samples, seven carried just
one of the two pathogenic alleles, and only five were chromosomally balanced.
The parents opted for the implantation of two heterozygous carrier embryos, and
this second attempt resulted in pregnancy and delivery of a healthy infant,

although the baby was not postnatally screened for SLC26A2 mutations.

Discussion

In this study, the evaluated fetus had clinical findings compatible with both
AO2 and severe DTD. In fact, the skeletal abnormalities reported here are
strikingly similar to those identified in a patient reported by Macias-Gomez and
colleagues (2004) who was also diagnosed with an intermediate AO2/DTD
condition. The substitution p.Arg279Trp has been found in AO2 mostly in

compound heterozygosity with p.Arg178Ter or with another null allele (Macias-
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Gbémez et al.,, 2004), and the p.Arg178Ter + p.Arg279Trp genotype has been
identified in almost half of the patients with AO2, as well as in 20% of patients with
DTD diagnosed at the Lausanne Molecular Pediatrics laboratory (L. Mittaz-Crettol,
personal communication). Barbosa and colleagues (2011) identified compound
heterozygosity for p.Arg178Ter and p.Arg279Trp in seven Portuguese patients
diagnosed with classical DTD, and commented on the phenotypic overlap due to
SLC26A2 mutations. Another group reported both mutations in an infant with
clinical and skeletal findings suggestive of a severe variant of DTD or a mild form
of AO2 (Macias-Gomez et al., 2004). These observations reinforce the notion that
the same SLC26A2 mutations may not always translate into a single,
characteristic phenotype, implying genetic and/or environmental factors influencing
sulfate transport activity and clinical outcome.

To the best of our knowledge, this is one of the first descriptions on the
application of PGD for a recessive lethal skeletal dysplasia with phenotypic
characteristics between AO2 and DTD, leading to the successful live birth of a
healthy infant. This exemplifies a growing trend in the medical genetics field,
especially for the management of lethal recurrent Mendelian traits with substantial

risk of recurrence.
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Figure legend

Figure 1: Phenotype of the fetus at 17 weeks of gestation. A: Fetus appearance
upon necropsy. Note the short trunk and limbs and the bowing of lower limbs with
club feet. Hands with the characteristic “hitchhiker” thumb and feet with a wide gap
between the first and second toes are also present. B: Whole-body radiography of
the fetus, revealing short long bones, thoracic constriction, thin ribs, and round ilia
with unossified pubis. C: SLC26A2 sequencing of the mother-father-child trio.
Electropherograms depict heterozygous peaks corresponding to the ¢.559 C>T
substitution (p.Arg178Ter) of paternal origin, and to the ¢.862 C>T substitution

(p.Arg279Trp) of maternal origin.
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Supplementary table

Supplementary table 1: Preimplantation genetic diagnosis for AO2/DTD and

embryo selection.

Sample Inferred alleles® aCGH Interpretation Fate of embryo
result
2 p.Arg178Ter / wt® 45XX; -2 Heterozygous carrier Not used

(paternal mutant allele);
chromosome 2 monosomy

5 p.Arg178Ter /wt 45XX; -17 Heterozygous carrier Not used
(paternal mutant allele);
chromosome 17 monosomy

6 wt / p.Arg279Trp 46,XY Heterozygous carrier Transferred
(maternal mutant allele) attempt #2,
healthy infant born

7 p.Arg178Ter / wt 46,XX Heterozygous carrier Transferred
(paternal mutant allele) attempt #2
9 wt / p.Arg279Trp 46,XY Heterozygous carrier Cryopreserved
(maternal mutant allele)
10 wt / wt 46,XX Wild type at the SLC26A2 locus Transferred
attempt #1
11 wt / p.Arg279Trp 46,XY Heterozygous carrier Cryopreserved
(maternal mutant allele)
13 wt / p.Arg279Trp 46,XX Heterozygous carrier Cryopreserved
(maternal mutant allele)
14 p.Arg178Ter / NT® Compound heterozygous mutant Not used
p.Arg279Trp (maternal and paternal mutant alleles)
17 p.Arg178Ter / NT Compound heterozygous mutant Not used
p.Arg279Trp (maternal and paternal mutant alleles)
19 wt / wt 46,XY Wild type at the SLC26A2 locus Transferred
attempt #1

2Alleles from embryos were imputed from parental haplotypes. °NT: not tested. “wt: wild type

allele, without any of the parental mutations, as inferred by haplotype analysis.
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Figures

Figure 1

val  Asp _Amr Glu Leu Leu Pro ArgiTrp Thr Asn

6 T TG Adcmo © c T ¢ T T CC TIexo o] A T T

Patient

6 T 706 s~cfcoslo saac s € T Tcc feroolacTA AT

Mother

6 T T 6 +cflemroe o 2ac 12 e ¥ To0 T 60| ACTA AT

Father

c.[559C>T]: pJArg178']  ¢.[862C>T]; p.[Arg279Trp]

Phenotype of the fetus at 17 weeks of gestation. A: Fetus appearance upon
necropsy. Note the short trunk and limbs and the bowing of lower limbs with club
feet. Hands with the characteristic “hitchhiker” thumb and feet with a wide gap

between the first and second toes are also present. B: Whole-body radiography of
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the fetus, revealing short long bones, thoracic constriction, thin ribs, and round ilia
with unossified pubis. C: SLC26A2 sequencing of the mother-father-child trio.
Electropherograms depict heterozygous peaks corresponding to the ¢.559 C>T
substitution (p.Arg178Ter) of paternal origin, and to the ¢.862 C>T substitution

(p.Arg279Trp) of maternal origin.
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3 - RESULTADOS

3.4 — Relato de caso: Validagdo da técnica de tomografia computadorizada com
reconstrugao tridimensional no diagnodstico pré-natal da hipocondrogénese: relato

de um caso ilustrativo.

Artigo 4: “Validation of computed tomography with tridimensional reconstruction

for the prenatal diagnosis of hypochondrogenesis: report of an illustrative case.”

Manuscrito em preparacdo a ser submetido ao
periodico “Pediatric Radiology”.
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Abstract

Several skeletal dysplasias, congenital defects of bone formation and/or
development, manifest during pregnancy, but the definition of a specific condition
by conventional ultrasonography (US) is usually difficult. We report the application
of tridimensional computed tomography (3D-CT) in the accurate prenatal
diagnosis of hypochondrogenesis, a lethal skeletal dysplasia, in a Brazilian patient.
While US identified only a third of pathognomonic skeletal findings of
hypochondorgenesis, prenatal 3D-CT showed the same diagnostic accuracy as
postnatal radiography. The incorporation of 3D-CT as a standard imaging
technique in the antenatal detection of skeletal dysplasias, especially in the severe
cases, could positively influence pregnancy management, estimation of lethality

and intervention planning.

Keywords

skeletal dysplasia, hypochondrogenesis, prenatal diagnosis, computed

tomography, collagen lI
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Introduction

Skeletal dysplasias are a large, heterogeneous group of congenital
malformations in which bone growth and/or development are compromised [1].
Approximately 450 different skeletal dysplasias are currently recognized, and
about 40% can be identified in the prenatal period, many of which are severe and
lethal conditions [2]. Although the molecular basis of many skeletal dysplasias has
been recently elucidated, the primary diagnostic modality of specific conditions is
still the radiographic examination [1, 2]. The correct definition of a skeletal
dysplasia before delivery by ultrasonography (US) is usually technically
challenging and, sometimes, impossible [3]. However, a precise in utero diagnosis
has direct impact on the estimation of lethality and risk of recurrence, on
pregnancy management, and on allocation of resources [2]. In this sense, the
contribution of additional imaging techniques for the prenatal definition of specific
skeletal dysplasias, such as tridimensional US, magnetic resonance imaging (MRI)
and computed tomography (CT), has been assessed by some studies [4-7]. Here,
we report the use of CT in the prenatal diagnosis of hypochondrogenesis, a lethal

skeletal dysplasia, in a Brazilian patient.

Case report

A non-consanguineous couple (36-years old mother and 44-years old
father) was referred from a small and distant municipality to our reference Medical
Genetics Service for genetic counseling during their second pregnancy due to

detection of a female fetus with short long bones at 26 weeks of gestation. At this
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time, US showed that the femur length (FL) was compatible to 21 weeks, and the
FL: abdominal circumference (AC) ratio was 0.16, indicative of a lethal condition
secondary to pulmonary hypoplasia. In utero radiographic imaging of the fetus was
also attempted, but the resulting images were of very poor quality and did not
contribute to a specific diagnosis. The FL:AC ratio decreased to 0.12 and,
subsequently, to 0.11 at 31 and 35 weeks of gestation respectively, reinforcing the
severe prognosis of the fetus. This last US also identified shortened long bones
below the 3™ centile, AC and cephalic circumference (CC) above the 95" centile,
and polyhidramnios.

Considering the risks of a long trip back home, and the limited medical
resources in the couple’s municipality, we sought to define the condition of the
fetus before delivery, in order to better assess which interventions would be
necessary to guarantee the best care to both the mother and her child. Taking into
account the strong evidences of a lethal condition, CT with tridimensional
reconstruction (3D-CT) was elected at 35 weeks of gestation as a way of
evaluating the fetal skeleton in detail. This procedure’ confirmed the US
observations of disproportionate short stature, severely shortened long bones,
macrocephaly, and thoracic constriction (Fig. 1a and 1b). Moreover, 3D-CT
demonstrated absence of pubic ossification and a marked deficiency of
ossification of the cervical vertebrae. These findings were pathognomonic of a
collagen Il skeletal dysplasia named hypochondrogenesis [8].

Birth occurred at 36+5 weeks by a cesarean section due to premature

rupture of membranes, with Apgar scores of 3, 6, and 8 at 1, 5, and 10 minutes

' Essa ¢ uma descricdo parcial da metodologia utilizada. Na versado final do manuscrito sera
mencionado o aparelho especifico que foi utilizado no exame, seus paradmetros de aquisi¢ao das
imagens e a dose estimada de radiacao.
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respectively. The baby weighted 2,995 g, measured 36 cm, and had a CC of 37.5
cm, a TC of 33 cm, and an AC of 35 cm. Dysmorphological evaluation evidenced a
syndromic appearance, with a large and ample cranial sutures, flat nasal bridge,
micrognathia, cleft palate, short limbs, small thorax, and inverted nipples. The
infant shortly developed a respiratory distress, requiring assisted ventilation and
intensive care. Feeding was provided by a nasogastric tube. Whole-body postnatal
radiographic imaging confirmed all prenatal findings that were suggested by 3D-
CT and decisively established the diagnosis of hypochondrogenesis (Fig. 2a to
2d).

Taking into account the nine most common pathognomonic skeletal findings
of hypochondrogenesis [7], it was possible to compare our diagnostic performance
between prenatal 2D-US and 3D-CT, and postnatal radiography (Table 1). While
2D-US was able to identify only a third of skeletal findings commonly present in
hypochondrogenesis, the first interpretation of 3D-CT imaging allowed us to
immediately observe 5 out of 9 radiological characteristics of this skeletal
dysplasia. Following a literature-based re-evaluation, we observed the prenatal
3D-CT examination revealed all diagnostic skeletal findings that were identifiable

in the postnatal radiographies (see Table 1).

Discussion

Hypochondrogenesis is a lethal skeletal dysplasia that is capable of being
diagnosed in the prenatal period [2]. However, it is usually very difficult to establish
a specific antenatal diagnosis based on US examinations only, as is the case for

many other skeletal dysplasias [3]. Here we report the application of 3D-CT as a
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strategy for evaluating the fetal skeleton in detail, which prompted us to the
diagnosis of a type Il collagen-related abnormality. All prenatal findings suggestive
of hypochondrogenesis evidenced by 3D-CT were confirmed in postnatal x-rays.
As demonstrated in Table 1, prenatal 3D-CT displayed the same diagnostic
performance of conventional postnatal radiographic evaluation. Although we did
not immediately identify all characteristic skeletal findings of hypochondrogenesis
in the CT images, a brief review of the literature was sufficient to suggest us the
remaining abnormalities.

Similarly, Miyazaki and colleagues (2012) evaluated and correctly
ascertained the specific skeletal dysplasia of 17 fetuses using 3D-CT, including
one case of hypochondrogenesis [7]. The authors evaluated the percentage of
postnatal radiographic skeletal findings that could be detected with 3D-CT
prenatally, and evidenced that 44% and 100% of findings characteristic of
hypochondrogenesis were detected by 3D-CT on the first evaluation and upon
further retrospective evaluation, respectively.

The diagnostic value of CT modalities in the prenatal characterization of
skeletal dysplasias has been proven particularly useful, as assessed by some
studies in recent years. For instance, Ruano and colleagues (2004) compared
helical 3D-CT (3D-HCT) to both conventional 2D-US and 3D-US in its capacity of
identifying specific skeletal abnormalities in six patients (3 cases of
achondroplasia, 2 of osteogenesis imperfecta type I, and 1 of chondrodysplasia
punctata) [5]. Interestingly, 3D-HCT made possible the identification of 94.3% of
the skeletal findings observable by postnatal radiographies, while 3D-US and 2D-

US identified 77.1% and 51.4% of these findings, respectively. Moreover, the
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specific diagnoses proposed by 3D-HCT examinations were correct in all cases,
while the predictions based on 2D-US were accurate for only 4 patients. Similar
findings were reported by Ulla and collaborators, that presented data on the
contribution of 3D-CT for the prenatal diagnosis of osteogenesis imperfect types Il
and lll, chondrodysplasia punctata and thanatophoric dysplasia [6]. The authors
stressed out the special utility of 3D-CT in the evaluation of bone fractures and
vertebral morphology, which usually provide clues to specific skeletal dysplasias
[2].

Collectively, the findings reported here and by others [4—7] argue in favor of
the application of CT modalities for the prenatal diagnosis of several skeletal
dysplasias. Different lines of evidence have demonstrated the overall better
performance of CT over both conventional and tridimensional US, as well as the
high concordance of skeletal findings observable by prenatal CT and postnatal
radiography. The precise antenatal diagnosis of a skeletal dysplasia is of utmost
importance for several reasons, including lethality estimation, and definition of
delivery method and subsequent interventions. Importantly, it has been suggested
that 3D-CT could be especially useful in clinical management in institutions where
molecular analysis is not readily available [6], as is commonly the case in
developing areas. Additional assessments of the diagnostic value of CT in skeletal
dysplasias are likely to confirm the observations discussed here, hopefully

establishing it as an accurate prenatal detection method.
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Figure legends

Fig 1: Fetal computed tomography with tridimensional reconstruction (3D-CT) at
35 weeks of gestation reveals signs of a collagen |l skeletal dysplasia from the
achondrogenesis type Il/ hypochondrogenesis spectrum. Antero-posterior (a) and
lateral (b) views of the reconstruction evidence a disproportionate short stature
with severely shortened long bones, macrocephaly with ample sutures, absence of

pubic ossification and nonossification of cervical vertebrae.

Fig 2: Postnatal radiological examination confirms the 3D-CT prenatal findings of
the lethal skeletal dysplasia hypochondrogenesis. The infant presented with a
large cranium with widely spaced sutures (a) and a defect in the ossification of the
cervical vertebrae (b). Whole-body antero-posterior (c) and lateral (d)
radiographies showed short long bones, small ribs and thoracic constriction, and

hypoplastic pelvis with absence of pubic ossification.
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Tables

Table 1: Comparison of hypochondrogenesis skeletal findings identified in the

patient by prenatal 3D-CT and postnatal radiography.

3D-CT Systematic

- - a
Skeletal findings 2D-US evaluation 3D-CT review

Radiography

Major findings

Narrow thorax + + + +
Nonossified pubic + + +
bones
Nonossified cervical + + +
vertebrae

Minor findings

Flat acetabular roofs + +
Ovoid, flat vertebral
. + +
bodies
Hypopllastlc iliac 4 N
wings
Metaphyseal + N
irregularity
Short broad femora + + + +
Short ribs + + + +
Total positive findings

o (%) 3/9 (33.3%)  5/9 (55.6%) 9/9 (100%)  9/9 (100%)

®As presented by Miyazaki et al [7].
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Figure 1

Fetal computed tomography with tridimensional reconstruction (3D-CT) at 35
weeks of gestation reveals signs of a collagen Il skeletal dysplasia from the
achondrogenesis type Il/ hypochondrogenesis spectrum. Antero-posterior (a) and
lateral (b) views of the reconstruction evidence a disproportionate short stature
with severely shortened long bones, macrocephaly with ample sutures, absence of

pubic ossification and nonossification of cervical vertebrae.
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Figure 2

Postnatal radiological examination confirms the 3D-CT prenatal findings of the
lethal skeletal dysplasia hypochondrogenesis. The infant presented with a large
cranium with widely spaced sutures (a) and a defect in the ossification of the

cervical vertebrae (b). Whole-body antero-posterior (c) and lateral (d)
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radiographies showed short long bones, small ribs and thoracic constriction, and

hypoplastic pelvis with absence of pubic ossification.
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3 - RESULTADOS

3.5 — Proposta de um protocolo operacional padrdo para o diagndstico de

displasias esqueléticas com foco no periodo pré-natal.

Artigo 5: “Proposta de um protocolo operacional padrdo para o diagndstico de

displasias esqueléticas com foco no periodo pré-natal.”

Manuscrito em preparagdo a ser submetido ao
periodico “Revista Brasileira de Ginecologia e

Obstetricia”.
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Resumo

Objetivo: Apresentar uma proposta de protocolo operacional padrédo para o
aprimoramento do diagnédstico de displasias esqueléticas com manifestagdo no
periodo pré-natal.

Métodos: Revisdao da literatura médica a respeito das abordagens diagndsticas
nas displasias esqueléticas. Foram consideradas também as diretrizes da
Sociedade Internacional de Displasias Esqueléticas na elaboragao deste trabalho.
Resultados: Sdo apresentadas, em forma de chaves diagnésticas, as principais
abordagens que devem ser tomadas por profissionais de saude para uma
identificacdo mais acurada de uma displasia esquelética, com foco especial
naquelas condigbes detectadas durante a gravidez. Discutem-se as medidas
ultrassonograficas essenciais que devem ser realizadas, assim como o
estabelecimento de parametros de estimativa de letalidade, a fim de se propor
uma hipdtese diagnodstica bem orientada. Por fim, sdo apresentados mecanismos
da avaliagdo subsequente pds-natal, com énfase no exame fisico, na histéria
familiar e na investigacéo radiologica.

Conclusbes: As abordagens aqui discutidas podem auxiliar no aprimoramento da
identificacdo e do manejo de pacientes nos quais se observa uma displasia

esquelética.

Palavras-chave: displasia esquelética, osteocondrodisplasia, diagnostico pré-

natal, aconselhamento genético
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Abstract

Objective: To present a proposal of a standard operational protocol for the
improvement in the diagnosis of skeletal dysplasias with prenatal manifestation.
Methods: Review of the medical literature regarding the diagnostic procedures in
skeletal dysplasias. Guidelines of the International Skeletal Dysplasia Society
were also considered in the elaboration of this work.

Results: The major diagnostic procedures of skeletal dysplasias, which should be
considered by health professionals for a more accurate detection of these
conditions, are presented as flowcharts. Special attention is given to the group of
skeletal dysplasias that manifests during pregnancy and can be diagnosed
prenatally. Essential ultrasonographic measurements are also discussed, as well
as the estimations of lethality parameters, in order to make a well-oriented
diagnostic hypothesis. Finally, mechanisms for the subsequent postnatal
evaluation are presented, emphasizing the physical and radiological examination,
as well as the family history of affected individuals.

Conclusions: The procedures discussed here may help to improve the

identification and management of patients with a suspected skeletal dysplasia.

Keywords: skeletal dysplasia, osteochondrodysplasia, prenatal diagnosis, genetic

counseling
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Introducéo

As displasias esqueléticas, ou osteocondrodisplasias (OCDs), representam
um grande grupo de malformag¢des congénitas que afetam o desenvolvimento
e/ou o crescimento dos ossos longos [Warman et al., 2011]. So incluidas nessa
categoria mais de 450 desordens distintas que podem ser herdadas como
condigdes autossOmicas dominantes e recessivas, ou ligadas ao X. As bases
moleculares de aproximadamente metade das OCDs ja sao conhecidas e
evidenciam alteragdes em proteinas dedicadas as mais diversas funcdes
celulares [Warman et al., 2011].

Apesar de individualmente raras, as OCDs combinadas sdo um importante
grupo de malformagdes congénitas que responde por uma parcela significativa
das mortes perinatais [Krakow et al., 2008]. Estimativas recentes apontam para
uma prevaléncia de 3,2 casos de OCDs para cada 10.000 nascimentos na
América do Sul [Barbosa-Buck et al., 2012]. Apesar de muitas OCDs serem
identificadas somente apdés o nascimento, cerca de 40% delas apresenta
manifestacdo pré-natal [Krakow et al., 2009] e, nesse grupo, a letalidade pode
chegar a 50% [Barbosa-Buck et al., 2012]. A detecgédo precoce de uma OCD
antes do nascimento tem implicagbes importantes para o0 manejo da gravidez, o
planejamento do parto e de possiveis intervengdes pds-natais, a estimativa de
letalidade e para um aconselhamento genético adequado dos pais de um feto em
que se identifica uma displasia esquelética [Krakow et al., 2009]. Contudo, a
maioria dos achados clinicos pré-natais sugestivos de uma OCD é inespecifica e

necessita de uma avaliacdo detalhada por um profissional especializado no
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diagndstico de displasias esqueléticas. De fato, diferentes estudos tém
evidenciado uma dificuldade na proposicao de diagnosticos especificos antes do
nascimento para muitas OCDs [Syngelaki et al., 2011], e a taxa de acuracia das
hipéteses diagndsticas no periodo pré-natal ndo costuma ser maior do que 60 a
70% [Parilla et al., 2003; Schramm et al., 2009; Khalil et al., 2011].

No Brasil, ndo ha estimativas sobre a especificidade do diagndstico pré-
natal para OCDs, mas um estudo recente de nosso grupo evidenciou uma
correlagdo muito baixa entre a proposicao de diagndsticos especificos durante o
pré-natal e a confirmacao da displasia em questdo apds o nascimento, em uma
coorte de pacientes atendidos em um hospital terciario de referéncia em genética
médica [Mattos et al., manuscrito em preparacao]. Muitos fatores, como o acesso
da populacdo mais carente a servicos de medicina fetal e o treinamento de
profissionais especializados, podem influenciar esse desfecho. Além disso, a
legislagao brasileira prevé a interrupgao legal da gestagdo somente quando (i) o
procedimento visa salvar a vida da mae; (ii) a gestagao é resultado de estupro; e
(iii) a presenca de feto anencéfalo € detectada [Faundes et al., 2002; Diniz, 2007].
Ainda que existam alguns casos raros de decisao judicial favoravel ao aborto de
fetos com diagnostico pré-natal bem estabelecido de uma condigéo letal, como
evidenciado para muitas OCDs, a grande maioria das gestantes nessa situagéo
procede com a gravidez a termo. Coletivamente, esses fatores tornam urgente a
implementacdo de melhores praticas clinicas para a detec¢do e o manejo das
OCDs no pais.

Nesse sentido, o presente estudo traz a proposicdo de um protocolo

operacional para uma investigacdo mais detalhada de pacientes com suspeita
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pré-natal de displasias esqueléticas. A ultrassonografia e os raios-X, exames
simples e baratos, disponiveis na maioria dos centros de saude, aliados a uma
detalhada avaliagao clinica, podem ser ferramentas poderosas para a melhoria da

caracterizagcao das OCDs no Brasil.

Metodologia

O protocolo aqui apresentado foi desenvolvido a partir de uma vasta
revisdo da literatura a respeito das metodologias utilizadas no diagndstico de
displasias esqueléticas. Foram considerados para a analise artigos cientificos que
incluiam séries de casos, estudos do tipo caso-controle e opinides de
especialistas a respeito da detecgdo de OCDs com manifestagcdo pré-natal.
Alguns exemplos da literatura utilizada podem ser consultados nas referéncias
deste trabalho [Meizner, 1997; Gongalves et al., 2004; Rimoin et al., 2007; Dighe
et al.,, 2008; Krakow et al., 2009; Cassart, 2010; Alanay and Lachman, 2011;
Parnell and Phillips, 2012]. Adicionalmente, incluiram-se diretrizes de
recomendacdo da Sociedade Internacional de Displasias Esqueléticas
(www.isds.ch), orgdo responsavel pela nosologia e classificacdo das OCDs a

nivel mundial [Warman et al., 2011].

Resultados e Discussao

Abordagem inicial na suspeita pré-natal de uma OCD
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Geralmente, o primeiro sinal de uma displasia esquelética de inicio pré-
natal é observado pelo médico ginecologista ou obstetra em um exame
ultrassonografico de segundo trimestre, em que se avalia a morfologia fetal. Os
achados clinicos mais comumente associados a displasias esqueléticas nesses
casos sédo o de encurtamento dos o0ssos longos e/ou restricdo de crescimento
desproporcionada. Frente a essa situacdo, o médico deve suspeitar de uma
condigdo genética do grupo das OCDs e proceder a uma investigacdo mais
detalhada a fim de se formular, com maior grau de certeza, uma hipotese
diagndstica bem fundamentada. Para isso, é indispensavel uma avaliagédo
ultrassonografica sistematica da morfologia fetal voltada para as displasias
esqueléticas.

A figura 1 apresenta um exemplo de ficha clinica que pode ser utilizada
para guiar o examinador na avaliagdo de parametros essenciais para um
diagnostico mais acurado. Hoje em dia, muitos equipamentos de ultrassom ja
incorporam automaticamente uma comparacado das medidas fetais com valores
de normalidade para a idade gestacional. Contudo, o registro de tais informacdes
€ imprescindivel para uma futura revisdo dos achados clinicos. Adicionalmente,
como demonstrado na figura 1, além da medida cuidadosa de todos os 0ssos
longos, o exame pré-natal direcionado para OCDs deve obter as medidas das
circunferéncias cefalica, toracica e abdominal. Esses dados sao importantes para
o calculo de razbes preditoras de letalidade da condig¢éo identificada (ver adiante).
A presencga de outras anomalias estruturais, como polidactilia, fraturas e edemas,
deve ser detalhadamente descrita, uma vez que tais informagcbes podem

contribuir para uma maior especificidade diagnostica. O esquema apresentado na
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figura 2 resume esses e outros desfechos importantes que devem ser incluidos na
avaliacao pré-natal sistematica, sempre que se suspeita de uma displasia
esquelética.

Obtidos todos os parametros fundamentais para uma avaliagao pré-natal
detalhada, o proximo passo do médico assistente deve ser o de julgar os dados
obtidos e identificar qual o tipo de alteragao fetal presente. Por exemplo, deve-se
diferenciar uma displasia esquelética de uma situacado de restricdo simétrica de
crescimento intra-uterino, que nao é classificada como uma OCD e apresenta
etiologias distintas. Para isso, alguns achados s&do fortemente sugestivos de
displasias esqueléticas, ainda que nao sejam especificos de determinadas OCDs,
como demonstrados na figura 3. Mais comumente, se verifica comprimento de
0ssos longos e circunferéncia toracica pequenos, ambos abaixo do percentil 5
para a idade gestacional do feto no momento da avaliagdo. Entretanto, outros
indicios, como macrocefalia, craniossinostoses e uma razdo circunferéncia
toracica/ comprimento do pé menor do que 1, podem sugerir a presenga de uma
displasia esquelética.

Instituido o diagndstico pré-natal de uma OCD, com a descricao detalhada
de todos os achados, o proximo passo a ser tomado € a realizagdo de uma
estimativa de letalidade da condigdo detectada. A determinagéo precisa do grau
de letalidade da displasia esquelética diagnosticada € extremamente importante
para o planejamento do manejo da gestagéo, assim como para a preparagao do
casal e de seus médicos para o nascimento de uma crianga que pode vir a
precisar de tratamento intensivo imediatamente apdés o nascimento. De modo

geral, quanto mais desproporcional o desenvolvimento da caixa toracica do feto,
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mais provavel é o nascimento de um bebé com hipoplasia pulmonar severa.
Desse modo, a fim de se estimar o grau de comprometimento pulmonar do feto,
podem ser calculadas duas razdes fetais que tém se mostrado bastante
informativas quanto a letalidade da displasia detectada. Como demonstrado na
figura 4, tanto o comprimento do fémur quanto a circunferéncia toracica divididos
pela circunferéncia abdominal podem ser utilizados com esse propodsito. A razao
que incorpora o comprimento do fémur é geralmente a mais utilizada, mas ambas
as estimativas de letalidade parecem apresentar boa correlagdo com os
desfechos pds-natais.

Os elementos discutidos até esse ponto compreendem basicamente todo o
leque de opcbes que o ultrassom convencional pode contribuir para se tentar
chegar a uma hipotese diagnéstica de uma OCD especifica antes do nascimento.
Adicionalmente, nos casos de centros que possuem equipamentos de ultrassom
mais novos, a modalidade de visualizagdo do feto em trés dimensdes pode ser de
grande valia na avaliagdo da morfologia fetal, especialmente da face [Garjian et
al., 2000; Krakow et al., 2003; Ulla et al., 2011]. Certas condic¢des faciais, como o
formato da cabeca e a presenca de fendas orais, sdo mais bem avaliadas pela
ultrassonografia tridimensional e podem ajudar a restringir o numero de hipoteses
diagnosticas formuladas. Alternativamente, novas modalidades diagnosticas pré-
natais para a deteccdo de displasias esqueléticas estdo sendo incorporadas na
pratica clinica, como a tomografia computadorizada [Miyazaki et al., 2012] e a
ressonancia magnética [Suzumura et al., 2002]. Contudo, essas metodologias nao

sdo abordadas aqui por se tratarem de técnicas mais complexas, que geralmente
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nao sdo prontamente acessiveis para a maior parte das gestantes atendidas em

unidades basicas de saude.

Abordagem pds-natal

Apés o nascimento de um paciente com manifestacdes pré-natais de uma
OCD, é extremamente importante que se obtenha a confirmacéao radiolégica do
diagndstico proposto, mesmo tratando-se de natimortos, pois somente pelos
exames radioldgicos apds o nascimento € possivel confirmar ou descartar
hipéteses diagndsticas levantadas no periodo pré-natal e estimar riscos de
recorréncia. Além disso, a avaliacdo esquelética por exame de raios-x permite a
deteccao de achados dsseos sutis, porém relevantes, que podem ser muito Uteis
na definicdo de uma displasia esquelética especifica.

Concomitantemente a avaliagdo radioldgica, faz-se necessario um exame
clinico completo do paciente em investigacdo. A figura 5 traz um exemplo de
fluxograma que pode ser utilizado para uma abordagem inicial de pacientes com
suspeita clinica de uma OCD. O racional dessa avaliagao sistematica baseia-se
em dois pilares fundamentais: a mensuragcao das proporgdes corporais do
paciente e a anamnese detalhada. A historia familiar € fundamental nos casos de
suspeita de uma OCD, assim como para qualquer outra doenga genética, ja que
ela pode revelar o padrdo de heranca da condicdo em questdo. Muitas OCDs sao
originadas por mutagdes dominantes de novo, de modo que o paciente avaliado
€, geralmente, o unico afetado na familia; entretanto, uma parcela consideravel
das OCDs apresenta heranca recessiva [Warman et al., 2011], fazendo com que

familias originarias de unides consanguineas tenham um risco de recorréncia
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consideravel da condicdo em investigagcao. Similarmente, a mensuragao de outros
membros da familia do paciente em avaliacéo pode ser util para se descartar uma
displasia esquelética, caso a baixa estatura do paciente seja de origem familial,
nao relacionada a uma OCD. Além disso, a avaliacao clinica pode determinar se o
tipo de encurtamento observado no paciente €& proporcionado ou
desproporcionado, se o tronco é curto em relagdo aos membros, € se 0s
membros sdo encurtados nas porgoes proximal, medial ou distal (encurtamento
rizo-, meso- ou acromélico, respectivamente).

Finalmente, deve-se proceder a avaliagdo radioldgica dos pacientes em
investigacao genética por suspeita pré-natal de uma OCD. A figura 6 mostra um
exemplo de protocolo basico de rastreamento direcionado do esqueleto.
Geralmente, uma unica radiografia consegue abranger todo o corpo do recém-
nascido ou natimorto e costuma ser suficiente para a avaliagao clinica, desde que
realizada nas posi¢cdes antero-posterior e lateral. As maos e os pés geralmente
necessitam de radiografias especificas.

Diversas abordagens sdo sugeridas para a avaliagdo sistematica do
esqueleto na suspeita de uma OCD. Por um lado, a classificacdo das displasias
esqueléticas vem sofrendo modificacbes substanciais em anos recentes e esta
entrando na era molecular, em que diferentes OCDs sdo agrupadas de acordo
com o gene causador dos fenotipos observados. Contudo, a abordagem clinica
mais comumente empregada na avaliacdo radiolégica de OCDs visa a
determinacdo dos componentes do esqueleto em que se encontram alteracdes
[Offiah and Hall, 2003]. Por exemplo, se as anormalidades 6sseas mais aparentes

sao localizadas nas metéafises, trata-se de uma displasia metafisaria; se
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anormalidades vertebrais e epifisarias sdo mais evidentes, pode-se estar lidando
com uma displasia espondiloepifisaria. Ainda que muitas OCDs apresentem
achados de dificil identificacao por profissionais iniciantes na area, esse sistema
de avaliagao radioldgica costuma ser bastante util na identificagdo de um grande
grupo de OCDs. A partir do reconhecimento inicial, recomenda-se a utilizagdo de
um atlas fotografico e/ou digital especifico para OCDs, a fim de se comparar as
alteracbes identificadas no paciente em estudo com aquelas anormalidades
tipicas da hipétese diagndstica. Exemplos de bases de dados que o leitor pode
consultar para maiores detalhes sdo o atlas de displasias esqueléticas de
Spranger e colaboradores [Spranger et al., 2002] e os softwares REAMS [Hall and
Washbrook, 2000] e London Dysmorphology Database [Fryns and de Ravel,
2002]. Adicionalmente, existem grupos de pesquisa brasileiros dedicados a
identificacao pré- e pos-natal das displasias esqueléticas, que oferecem suporte
diagnostico gratuito. Aos profissionais interessados, recomenda-se contatar o

grupo de OCDs da Universidade Estadual de Campinas (www.ocd.med.br), que

fornece auxilio ao diagnaostico.

Conclusao

O conjunto de praticas diagnodsticas proposto nesse trabalho tem como
objetivo central aprimorar a identificagdo das displasias esqueléticas no Brasil.
Ainda que seja uma area bastante desafiadora, com muitas particularidades que
podem tornar dificil a formulacdo de hipoteses diagndsticas, a avaliagdo bem

orientada de pacientes com suspeita de uma OCD ¢é fundamental e facilita em
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muito a elaboracdo de um diagndstico mais preciso. A figura 7 apresenta um
quadro com o resumo das informagdes aqui discutidas, enfatizando os
procedimentos minimos essenciais que devem ser sempre realizados durante a
avaliacao clinica de um paciente com suspeita de uma OCD. A difusao desse
protocolo, especialmente para unidades basicas de atendimento pré-natal, pode

contribuir para a melhoria do diagndstico das displasias esqueléticas no Brasil.

160



Referéncias

Alanay Y, Lachman RS. 2011. A review of the principles of radiological assessment of
skeletal dysplasias. J. Clin. Res. Pediatr. Endocrinol. 3: 163-78.

Barbosa-Buck CO, Orioli IM, da Graga Dutra M, Lopez-Camelo J, Castilla EE, Cavalcanti
DP. 2012. Clinical epidemiology of skeletal dysplasias in South America. Am. J. Med.
Genet. A 158A: 1038—45.

Cassart M. 2010. Suspected fetal skeletal malformations or bone diseases: how to
explore. Pediatr. Radiol. 40: 1046-51.

Dighe M, Fligner C, Cheng E, Warren B, Dubinsky T. 2008. Fetal skeletal dysplasia: an
approach to diagnosis with illustrative cases. Radiographics 28: 1061-77.

Diniz D. 2007. Selective abortion in Brazil: the anencephaly case. Dev. World Bioeth. 7:
64-7.

Faundes A, Leocadio E, Andalaft J. 2002. Making legal abortion accessible in Brazil.
Reprod. Health Matters 10: 120-7.

Fryns J-P, de Ravel TJL. 2002. London Dysmorphology Database, London Neurogenetics
Database and Dysmorphology Photo Library on CD-ROM [Version 3] 2001R. M.
Winter, M. Baraitser, Oxford University Press, ISBN 019851-780, pound sterling
1595. Hum. Genet. 111: 113.

Garjian KV, Pretorius DH, Budorick NE, Cantrell CJ, Johnson DD, Nelson TR. 2000. Fetal
skeletal dysplasia: three-dimensional US--initial experience. Radiology 214: 717-23.

Gongalves LF, Espinoza J, Mazor M, Romero R. 2004. Newer imaging modalities in the
prenatal diagnosis of skeletal dysplasias. Ultrasound Obstet. Gynecol. 24: 115-20.

Hall CM, Washbrook J. 2000. Radiological electronic atlas of malformation syndromes
and skeletal dysplasias (REAMS).

Khalil A, Pajkrt E, Chitty LS. 2011. Early prenatal diagnosis of skeletal anomalies. Prenat.
Diagn. 31: 115-24.

Krakow D, Alanay Y, Rimoin LP, Lin V, Wilcox WR, Lachman RS, Rimoin DL. 2008.
Evaluation of prenatal-onset osteochondrodysplasias by ultrasonography: a
retrospective and prospective analysis. Am. J. Med. Genet. A 146A: 1917-24.

Krakow D, Lachman RS, Rimoin DL. 2009. Guidelines for the prenatal diagnosis of fetal
skeletal dysplasias. Genet. Med. 11: 127-33.

Krakow D, Williams J, Poehl M, Rimoin DL, Platt LD. 2003. Use of three-dimensional

ultrasound imaging in the diagnosis of prenatal-onset skeletal dysplasias. Ultrasound
Obstet. Gynecol. 21: 467-72.

161



Meizner |. 1997. Fetal skeletal malformations revisited: steps in the diagnostic approach.
Ultrasound Obstet. Gynecol. 10: 303-6.

Miyazaki O, Nishimura G, Sago H, Horiuchi T, Hayashi S, Kosaki R. 2012. Prenatal
diagnosis of fetal skeletal dysplasia with 3D CT. Pediatr. Radiol. 42: 842-52.

Offiah AC, Hall CM. 2003. Radiological diagnosis of the constitutional disorders of bone.
As easy as A, B, C? Pediatr. Radiol. 33: 153-61.

Parilla B V, Leeth E a, Kambich MP, Chilis P, MacGregor SN. 2003. Antenatal detection of
skeletal dysplasias. J. Ultrasound Med. 22: 255-8; quiz 259-61.

Parnell SE, Phillips GS. 2012. Neonatal skeletal dysplasias. Pediatr. Radiol. 42 Suppl 1:
S150-7.

Rimoin DL, Cohn D, Krakow D, Wilcox W, Lachman RS, Alanay Y. 2007. The skeletal
dysplasias: clinical-molecular correlations. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1117: 302-9.

Schramm T, Gloning KP, Minderer S, Daumer-Haas C, Hortnagel K, Nerlich A, Tutschek
B. 2009. Prenatal sonographic diagnosis of skeletal dysplasias. Ultrasound Obstet.
Gynecol. 34: 160-70.

Spranger JW, Brill PW, Poznanski A. 2002. Bone Dysplasias - An Atlas of Genetic
Disorders of Skeletal Development, 2e. Press, OU, editor. New York.

Suzumura H, Kohno T, Nishimura G, Watanabe H, Arisaka O. 2002. Prenatal diagnosis of
hypochondrogenesis using fetal MRI: a case report. Pediatr. Radiol. 32: 373-5.

Syngelaki A, Chelemen T, Dagklis T, Allan L, Nicolaides KH. 2011. Challenges in the
diagnosis of fetal non-chromosomal abnormalities at 11-13 weeks. Prenat. Diagn. 31:
90-102.

Ulla M, Aiello H, Cobos MP, Orioli I, Garcia-Ménaco R, Etchegaray A, Igarzabal ML,
Otano L. 2011. Prenatal diagnosis of skeletal dysplasias: contribution of three-
dimensional computed tomography. Fetal Diagn. Ther. 29: 238-47.

Warman ML, Cormier-Daire V, Hall C, Krakow D, Lachman R, LeMerrer M, Mortier G,
Mundlos S, Nishimura G, Rimoin DL, Robertson S, Savarirayan R, Sillence D,
Spranger J, Unger S, Zabel B, Superti-Furga A. 2011. Nosology and classification of
genetic skeletal disorders: 2010 revision. Am. J. Med. Genet. A 155A: 943-68.

162



FIGURAS

Figura 1

Protocolo para a investigacao pré-natal de displasias esqueléticas
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Exemplo de ficha clinica especifica para a avaliagado sistematica pré-natal da
morfologia fetal em pacientes com suspeita de displasia esquelética. O protocolo
foca na medida do comprimento de todos os ossos longos e sua comparagao com
valores de normalidade para a idade gestacional em que o feto se encontra. Além
disso, ele possibilita a descricido detalhada de outras anormalidades estruturais do
esqueleto, assim como uma estimativa da letalidade da condicao identificada pelo

calculo de razdes entre medidas corporais.
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Figura 2
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esquelética. O detalhamento desses parametros € fundamental para a estimativa

do grau de restricdo de crescimento presente e para a formulacdo de uma

hipotese diagndstica.

165



Figura 3
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Figura 4
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indiretamente, o grau de hipoplasia pulmonar do feto devido a constricdo toracica.
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Figura 5

Displasia esquelética com
suspeita pré-natal
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Esquema diagndstico para a caracterizagdo clinica de pacientes com uma

displasia esquelética avaliada apds o nascimento, podendo ser aplicado tanto a

criangas como a adultos. Os dois elementos centrais desse protocolo sdo a

anamnese e a mensuragao das proporcdes corporais.
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Figura 6

Displasia esquelética com
suspeita pré-natal
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Figura 7

Procedimentos minimos de avaliacdo clinica direcionada para OCDs

« Ultrassonografia pre-natal direcionada
« Histdria familiar detalhada

- Confirmacao radiologica pos-natal®* (mesmo se natimorto em qualguer idade
gestacional)

« Avaliacdo dismorfologica / fotos clinicas

» Coleta de tecido e/ou sangue para extracdo de DNA

*padréo-ouro diagnostico

Quadro-resumo destacando os procedimentos essenciais que deve ser sempre

realizados na avaliagéo clinica de pacientes com suspeita de uma OCD.
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4 — DISCUSSAO

Este trabalho abordou, de forma sistematica, o grande grupo de
malformagdes congénitas conhecido como displasias esqueléticas ou
osteocondrodisplasias (OCDs), com um enfoque especial nas condigbes que
apresentam algum tipo de manifestagdo pré-natal. Cerca de 40% de todas as
displasias esqueléticas podem ser identificadas durante a gestagdo por um exame
ultrassonografico de segundo trimestre (Krakow et al., 2008). Muitas das OCDs de
deteccgao pré-natal sdo incompativeis com a vida ou apresentam progndsticos em
longo prazo bastante reservados, tornando sua identificagdo precoce muito
importante. Além disso, o risco de recorréncia de uma OCD pode variar de
praticamente zero (mais precisamente, com risco igual ao da populagdo em geral)
a 50% (nas condi¢des dominantes), tornando o diagnostico preciso extremamente
importante para o aconselhamento genético de casais com filhos afetados por
uma OCD.

O presente trabalho inicia a abordagem sobre as displasias esqueléticas
com manifestagdo pré-natal no Brasil apresentando os dados que compdem o
manuscrito 1, dedicado a caracterizacdo clinica e molecular de pacientes
brasileiros diagnosticados com displasia campomélica, uma das OCDs com
manifestagdo pré-natal mais prevalente, como demonstrado no manuscrito 2. A
displasia campomélica € uma doenga muito interessante do ponto de vista
molecular, visto que seu gene causador, o SOX9, é um dos fatores de transcrigao
mais importantes durante o desenvolvimento do sistema esquelético (Wagner et
al., 1994). Além disso, o SOX9 parece ser um dos genes mais extensamente
regulados do genoma humano, com diversos elementos regulatorios ja
caracterizados distribuidos ao longo de cerca de dois milhdes de pares de bases
ao redor do gene (Gordon et al., 2009). Pacientes com o fendétipo classico da
displasia campomélica quase sempre apresentam mutagdes na regiao codificante
do SOX9 que levam a haploinsuficiéncia desse fator de transcricdo. Por outro
lado, o espectro fenotipico de alteragdes relacionadas a displasia campomélica

abrange também pacientes menos graves, que geralmente sobrevivem ao
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periodo neonatal e podem chegar a idade adulta. Nesses casos, mutagdes
génicas no SOX9 sao incomuns, prevalecendo as delegdes ou translocagdes de

potenciais elementos regulatérios da expressdo do SOX9 (Gordon et al., 2009).

O manuscrito 1 se concentrou em casos de displasia campomélica
classica, que usualmente podem ser identificados durante a gestagdo. Ao todo,
foram incluidos nesse estudo 12 pacientes provenientes dos Estados do Rio
Grande do Sul (n=4), Sdo Paulo (n=7) e Pernambuco (n=1). Todos os individuos
desse estudo apresentavam achados clinicos e radioldégicos similares e
caracteristicos de casos letais de displasia campomélica. Uma crianga tinha
genitalia externa feminina normal, apesar de o cariétipo apontar uma constituicéo
cromossbmica masculina (46,XY). Esse tipo de reversdao sexual € comum na
displasia campomélica e afeta até 3. dos pacientes com cariotipo 46,XY (Sim et
al., 2008). Para nove pacientes (66,7%), havia DNA disponivel para a realizag&do
de sequenciamento do SOX9, e foram identificadas mutagdes em heterozigose
em sete individuos. Seis dessas alteragbes corresponderam a variantes que
inserem codons de parada prematuros na sequéncia nucleotidica do gene,
possivelmente resultando na traducédo de polipeptideos truncados. Esse tipo de
mutacédo é o mais comumente observado na displasia campomélica (ver tabela S3
do manuscrito 1). Adicionalmente, em um paciente foi detectada uma mutagao no
sitio aceptor de “splicing” do intron 1 do SOX9, e essa alteragao foi predita como
patogénica por analises de conservagédo de sequéncia. Interessantemente, esse
estudo né&o identificou nenhum paciente com alteragbes do tipo de troca de
sentido (“missense”) na regiao génica correspondente ao dominio de ligagao ao
DNA da proteina SOX9. Esse tipo de alteragcdo é o segundo mais frequentemente
observado em pacientes com displasia campomélica e responde por uma parcela
significativa dos casos com reversao sexual. Para os dois pacientes com DNA
disponivel e que nao tiveram mutacbes detectadas, planeja-se a realizagado da
técnica de hibridizagdo genbmica comparativa para a deteccdo de variagdes
patogénicas no numero de copias de elementos regulatérios da expressdo do
SOX9. Tentou-se ainda realizar correlagdes gendtipo-fendtipo, mas néo foram
observadas diferengas entre os pacientes incluidos nesse estudo no que diz

respeito aos achados clinicos e radiolégicos e a severidade da doenca.
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As mutacbes identificadas no manuscrito 1 sdo novas e nunca foram
previamente descritas, expandindo o espectro de alteragcbes conhecidas que sao
associadas a displasia campomélica. Além disso, esse estudo relata uma das
maiores coortes de pacientes com displasia campomélica ja descritas,
apresentando uma extensa caracterizagdo clinica e radioldogica que podera
auxiliar no diagnostico de novos pacientes com suspeita clinica de displasia

campomeélica.

A seguir, o segundo manuscrito desse trabalho objetivou caracterizar as
displasias esqueléticas identificadas durante a gravidez no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Como observado por outros autores (Orioli et al., 1986; Stoll et al.,
1989; Krakow et al., 2008), foi identificado um pequeno grupo de OCDs que
correspondeu a maioria dos diagnosticos realizados. Casos de osteogénese
imperfeita tipo Il e displasia tanatoforica corresponderam a 24,2% e 21,2% do
total de pacientes incluidos no estudo, respectivamente. A displasia campomélica
foi a terceira causa mais comum de OCD nessa coorte, um achado similar ao

reportado por Rasmussen e colaboradores em 1996 (Rasmussen et al., 1996).

Como evidenciado por outros autores, nem todos os casos de displasia
esquelética conseguem ser definitivamente diagnosticados, explicitando a grande
heterogeneidade das condigdes incluidas nesse grupo de malformagbes
congénitas. Em nosso estudo, um paciente nao teve sua OCD identificada, apesar
de todos os esforgos para se chegar a um diagndstico especifico e de alteragdes
claramente compativeis com uma OCD. Esse achado também ressalta a
complexidade clinica das displasias esqueléticas e a necessidade de uma
abordagem multidisciplinar no atendimento de pacientes com anormalidades

desse espectro.

Outro achado interessante do manuscrito 2 foi a observagao da falta de
associagao entre o ano de diagnostico dos casos pré-natais de OCD e a idade
gestacional dos mesmos (Krakow et al., 2008; Schramm et al., 2009; Hatzaki et
al.,, 2011). Estudos conduzidos em outros paises — em sua maioria nagoes

desenvolvidas — apontam para uma antecipagdo do diagndstico de displasias
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esqueléticas em anos recentes. Isso significa que avangos tecnoldgicos e
cientificos tém permitido a deteccdo de uma displasia esquelética em estagios
mais iniciais da gravidez. Contudo, durante os 20 anos da analise retrospectiva
descrita no manuscrito 2, isso nao foi detectado. Além disso, a idade gestacional
média de diagnostico nessa coorte de pacientes foi igual a 23,3 semanas de
gestacédo, com 60,6% dos pacientes sendo identificados no segundo trimestre.
Outros trabalhos mostram a maior parte dos casos de OCDs com detecgao pré-
natal sendo identificados antes de 20 semanas de gestacéo (Krakow et al., 2008),

enquanto nosso estudo observou apenas oito pacientes nessa categoria.

Como o aparente déficit diagnodstico de displasias esqueléticas
caracterizado em nosso estudo foi observado em um hospital terciario de
referéncia em genética médica, muito provavelmente outros centros de medicina
fetal no Brasil apresentam a mesma caracteristica. Diversos fatores podem estar
associados a um menor sucesso diagnostico das OCDs em nosso Pais.
Provavelmente, as dificuldades de acesso ao exame ultrassonografico pré-natal,
que sao experimentadas pela maior parte da populagcdo atendida pelo Sistema
Unico de Saude, devem contribuir para esse achado. Adicionalmente, o Brasil
apresenta uma alta taxa de gestagdes nao-planejadas (Singh et al., 2010;
Prietsch et al., 2011), o que pode contribuir para exames fetais mais tardios.
Comumente, a maioria das gestantes atendidas pelo Estado brasileiro ndo
realizam uma avaliacdo da morfologia fetal (Schuler-Faccini et al., 2013), o que
poderia resultar na falta de antecipagdo diagndstica das OCDs em anos mais
recentes, como foi observado em nosso estudo, ainda que as técnicas de
diagnostico pré-natal no Pais tenham evoluido imensamente nas duas ultimas
décadas. Entretanto, o status do Hospital de Clinicas de Porto Alegre como centro
terciario de referéncia pode ter inserido um viés de selegdo em nosso estudo, de
modo que pacientes com condi¢cdes de maior dificuldade diagndstica poderiam ter
sido referidos a esta Instituicdo. De fato, outros trabalhos estimam a acuracia do
diagnostico pré-natal de displasias esqueléticas em unidades basicas de saude e,
talvez, detectem casos mais faceis de serem identificados. Ainda que nao tenha
sido possivel estimar a precisdo dos diagndsticos realizados antes do nascimento

em nosso estudo, foi observada uma alta concordancia entre a estimativa pré-
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natal de letalidade e o desfecho pds-natal dos casos de OCDs. Contudo, essa
avaliacdo s6 foi realizada em 12 dos 33 pacientes incluidos na investigagéo,
ressaltando a necessidade de abordagens mais padronizadas para a avaliagao de
fetos com suspeita de displasia esquelética (tépico abordado no manuscrito 5
deste trabalho, como discutido a seguir). O manuscrito 2 compara ainda as
frequéncias de OCDs individuais observadas em nosso estudo com aquelas de
outras coortes de pacientes relatadas na literatura (Tretter et al., 1998; Parilla et
al., 2003; Witters et al., 2008; Schramm et al., 2009; Khalil et al., 2011; Yeh et al.,
2011; Stevenson et al.,, 2012; Barbosa-Buck et al., 2012) e mostra resultados

similares.

O manuscrito 2 finaliza com uma discussdo a respeito dos genes cujas
mutacdes levaram aos fendtipos identificados no estudo. Ainda que as condigdes
dos pacientes incluidos nesse trabalho n&o tenham sido investigadas por
sequenciamento de DNA, a andlise radiografica de casos de OCDs costuma
predizer mutagdes em genes especificos com uma alta taxa de precisdo (Rimoin
et al., 2007). Nesse sentido, aproximadamente 80% dos pacientes incluidos em
nosso estudo tiveram mutagdes preditas em apenas cinco genes candidatos.
Esses dados sédo indicativos de uma alta prevaléncia de mutagdes em um
pequeno conjunto de genes em pacientes com uma displasia esquelética de
manifestagcdo pré-natal. Adicionalmente, o fato de muitas condigcbes serem
resultantes de mutagbes em poucos genes argumenta a favor do
desenvolvimento de uma estratégia de identificagdo molecular custo-efetiva que
poderia ser introduzida no sistema publico de saude. Finalmente, o manuscrito 2
reportou uma coorte retrospectiva de pacientes com displasias esqueléticas de
inicio pré-natal diagnosticados em um centro brasileiro de referéncia em genética
médica. Esse estudo contribui significativamente para a caracterizagao
epidemiologica das OCDs no Brasil e sugere uma necessidade urgente de

implementagao de melhores praticas de atencao pré-natal no Pais.

A partir dos dados reportados no manuscrito 2, dois pacientes
apresentavam dados clinicos interessantes que justificaram a preparagao de dois

relatos de caso. O manuscrito 3 compreendeu a descricdo de um feto morto com
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diagnostico final de uma displasia esquelética de fendtipo intermediario entre a
atelosteogénese tipo 2 e a displasia diastrofica, duas condigbes recessivas graves
originarias de mutacdes no gene SLC26A2. Esse caso foi emblematico, pois as
mutacdes identificadas nesse paciente contribuiram para a instituicdo de um
fendtipo levemente diferente daquele classicamente atribuido a essas alteracdes
moleculares, evidenciado certo grau de expressividade variavel da doenga. Além
disso, foi possivel relatar, pela primeira vez, o estabelecimento de um protocolo
de diagndstico genético pré-implantacional (PGD) para a atelosteogénese tipo 2/
displasia diastrofica, ja que ambos os pais eram heterozigotos para as mutagdes
identificadas no feto morto e desejavam uma nova gestacao saudavel. Apesar de
nao ser tecnicamente diferente de outros protocolos de PGD para doengas
genéticas recessivas, o relato desse caso enriquece a literatura acerca das
displasias esqueléticas e fornece evidéncias positivas de uma alternativa
reprodutiva para casais com recorréncia de gestagdes perdidas devido a OCDs

letais.

O segundo relato de caso desse trabalho (manuscrito 4) corresponde a
ultima paciente incluida nas analises do manuscrito 2, identificada no ano de 2013
e avaliada de forma prospectiva pelo Servigo de Genética Médica do HCPA. Esse
manuscrito reporta a identificacdo pré-natal de uma paciente acometida pela
displasia esquelética letal denominada de hipocondrogénese pela realizagao de
um exame de tomografia computadoriza com reconstrugéo tridimensional (3D-
CT). A udtilizagcdo dessa modalidade diagndstica no periodo pré-natal tem sido
enfatizada por diversos autores como uma estratégia de se aumentar a preciséao
dos diagnodsticos de OCDs antes do nascimento (Ruano et al., 2004; Ulla et al.,
2011; Miyazaki et al., 2012). Similarmente, o manuscrito 4 demonstra que a
realizacdo do exame de 3D-CT possibilitou a visualizagdo das mesmas
caracteristicas 0sseas identificadas por uma radiografia convencional pds-natal,
ainda considerada o padrdo-ouro para o diagnostico de OCDs. Esse achado
reforga o valor diagndstico das novas tecnologias de imagem na identificagdo pré-
natal mais precisa de displasias esqueléticas, o que pode vir a ter um impacto

significativo no manejo de gestagdes com suspeita de uma OCD.
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Finalmente, o manuscrito final desse trabalho apresenta uma proposta de
protocolo operacional padrdo para o diagnostico de displasias esqueléticas, com
um foco especial no periodo pré-natal. O principal objetivo dessa publicagao é
divulgar para a comunidade médica brasileira as diretrizes internacionalmente
aceitas para a correta identificacdo de pacientes com displasias esqueléticas
especificas pela utilizacdo de técnicas simples e disponiveis na maior parte dos
centros de saude. Como observado no manuscrito 1, o diagnéstico das OCDs,
principalmente daquelas com manifestagao pré-natal, é bastante desafiador,
mesmo para profissionais com experiéncia na area. Desse modo, o
estabelecimento de um guia com técnicas padronizadas para a identificagéo e o
manejo de casos de displasia esquelética poderia ser muito util para melhorar o
diagndstico dessas condigdes no Brasil, especialmente nas unidades basicas de

saude que atendem a maior parte das gestantes do Pais.
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6 — ANEXOS

A1 — Termo de consentimento livre e esclarecido, versao para pacientes.

e A2 - Termo de consentimento livre e esclarecido, verso para pais e/ou
responsaveis legais de pacientes.

e A3 — Primers utilizados para amplificacdo de SOX9.

e A4 - Condicoes de PCR utilizadas para amplificacdo de SOX9.

e A5 — Folder de divulgagcédo do projeto, apresentado na edigdo de 2012 do

Curso de Controvérsias em Medicina Fetal do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.
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A1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Casos

Diagnéstico pré-natal de displasias esqueléticas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre —
caracterizagao clinica e molecular

INTRODUCAO / OBJETIVO DA PESQUISA:

O objetivo desta investigacdo € identificar a origem da displasia esquelética (alteragdo nos ossos ou
articulagdes) que foi diagnosticada em seu filho e aprofundar o estudo dos mecanismos envolvidos na mesma. As
radiografias, fotos e amostras de sangue do seu filho, bem como as informagdes médicas a respeito da sua familia,
poderao ser compartilhadas com outros pesquisadores que trabalham com displasias esqueléticas, de forma
andnima.

PROCEDIMENTO:

Concordando em participar deste estudo, os pesquisadores terdo necessidade de obter alguns dados da
histéria clinica e familiar do seu filho, assim como havera necessidade de dados do exame clinico, fotos clinicas e
radiografias para o estabelecimento ou confirmagédo do diagnéstico. O sangue para extragdo de DNA podera ser
coletado em qualquer momento e, normalmente, a coleta é feita em uma veia do bragco. O DNA dos pais e,
eventualmente, de outros familiares também podera ser necessario para a conclusao dos estudos. Normalmente se
coletam de 4 a 10 ml de sangue.

RISCOS:

O paciente pode sentir um breve desconforto com a coleta de sangue e o procedimento pode deixar uma
pequena marca no local da agulha. Esse procedimento dura uns poucos segundos.

VANTAGENS / RESULTADOS:

Os resultados desta pesquisa devem fornecer um maior conhecimento sobre a doenga em questdo. Os
resultados da pesquisa serdo fornecidos a vocé e a sua familia pelo seu médico assistente ou pelos pesquisadores
responsaveis e estardo também referidos no prontuario médico hospitalar.

SIGILO:

Todas as informagbdes médicas, assim como os resultados dos exames e dos testes genéticos realizados
nessa pesquisa, fardo parte do prontuario médico e dos bancos de dados do projeto de displasias esqueléticas. O
sigilo sera mantido em todos os estudos colaborativos que possam advir dessa pesquisa por meio da utilizagdo de
um numero de codigo para a identificagdo dos individuos participantes. Os resultados ou informagdes fornecidos
devem ser utilizados para fins de publicagéo cientifica; no entanto, nenhum nome sera utilizado.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

A participacdo do seu filho na presente pesquisa é voluntaria. Sendo assim, a qualquer momento vocé
podera recusar a participacéo de seu filho ou retirar o consentimento e interromper a participagdo dele na presente
pesquisa, sem comprometimento dos cuidados médicos que ele recebe atualmente ou podera receber no futuro.

COLETA, FUTURAS PESQUISAS E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL GENETICO:

O DNA, material genético obtido a partir de uma amostra de sangue do seu filho, sera usado para esse
estudo se vocé concordar. Vocé pode concordar com o uso da amostra de sangue dele apenas para esse estudo
(opgdo 1 do termo de consentimento), ou também para outros estudos (opcdo 2 e 3). Vocé pode escolher ser
consultado no futuro sobre sua permissao para uso da amostra dele em outro estudo (opgao 2) ou vocé pode dar sua
permissdo agora, sem ter que ser solicitado novamente (op¢ao 3). Em qualquer caso, seus nomes serdo conhecidos
apenas pelo investigador do estudo e ninguém mais.

Vocé tem o direito de retirar seu filho desse estudo a qualquer momento. Se vocé escolher retira-lo, nenhum
outro estudo sera conduzido com a amostra dele. Se vocé concordar com a participagéo de seu filho nesse estudo, a
amostra de sangue dele serd armazenada no Laboratério de Medicina Genémica do Centro de Pesquisa
Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sob a responsabilidade do investigador principal pelo tempo
determinado pela regulamentacéo vigente. Essa amostra sera usada exclusivamente para os propdsitos cientificos
descritos aqui. Vocé pode requerer a destruicdo da amostra a qualquer momento. Uma copia desse termo de
consentimento sera fornecida a vocé.
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A assinatura dos itens abaixo indica que vocé foi informado, tanto oralmente como pele termo de
consentimento, sobre a pesquisa mencionada acima. Dessa forma, vocé confirma que leu e entendeu o conteudo da
Folha de Informagédo e que, voluntariamente, concorda com a participagao de seu filho nesse estudo. Vocé também
entendeu que pode questionar qualquer coisa sobre a pesquisa ao seu médico e/ou ao pesquisador, € que a
informacdo que lhe foi fornecida permitiu-lhe tomar uma decisdo livre e completamente informada sobre a
participacao de seu filho nesse estudo. Vocé tem o direito de retirar seu filho desse estudo em qualquer momento
sem qualquer consequéncia para ele ou para vocé.

Em quaisquer das opg¢des abaixo sua identidade e a de seu filho serao mantidas confidenciais. Escolhendo

um dos itens abaixo vocé estara concordando com a utilizagdo do DNA do seu filho para:

|:| 1  Ser usada apenas nesse projeto de pesquisa. Essa amostra ndo pode ser usada em nenhum outro projeto.

|:| 2  Ser usada apenas nesse projeto, e para outros projetos com sua permissdo. Se a amostra puder ser usada
em outro projeto, vocé quer ser contatado para que solicitem sua permissdo. Uma nova aprovacéo do
Comité de Etica é necessaria para usar a amostra de seu filho em outro estudo.

|:| 3  Ser usada para este e qualquer outro projeto. Vocé ndo quer ser contatado para nova permissdo. Uma nova
aprovacdo do Comité de Etica é necessaria para que a amostra de seu filho seja utilizada em outro estudo.

. Assinalando os itens abaixo vocé estara concordando ou ndo, com a utilizagao de fotos clinicas de seu filho

para:

[l Apenas esse estudo, sem a possibilidade de publicagoes.

[l Esse estudo e eventuais apresentagdes em publicagdes cientificas de forma andénima e nao identificavel.
[] Nao autorizo a utilizagao de fotos clinicas.

Nome do paciente: Data de nascimento:

Nome do pai/mae ou responsavel legal:

Assinatura do pai/mae ou responsavel legal:

Local e data:

Em caso de duvidas, os pesquisadores estdao a disposi¢ao para esclarecimentos:

Pesquisador principal:

Maria Teresa Vieira Sanseverino Assinatura:
Servigo de Genética Médica SGM — HCPA

Telefone: (51) 3359-8011

E-mail: msanseverino@hcpa.ufigs.br

Pesquisador colaborador: Local e data:
Eduardo Preusser de Mattos

Servigo de Genética Médica SGM — HCPA

Telefone: (51) 3359-8011

E-mail: eduardo.mattos@ufrgs.br

Em caso de duvidas éticas, vocé podera contatar o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre pelo telefone (51) 3359-8304

188



A2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Pais

Diagnoéstico pré-natal de displasias esqueléticas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre —
caracterizagao clinica e molecular

INTRODUCAO / OBJETIVO DA PESQUISA:

O objetivo desta investigacdo € identificar a origem da displasia esquelética (alteragdo nos ossos ou
articulagdes) que foi diagnosticada em seu filho e aprofundar o estudo dos mecanismos envolvidos na mesma.

PROCEDIMENTO:

Concordando em participar deste estudo, os pesquisadores terdo necessidade de coletar uma amostra de
seu sangue para auxiliar na identificagdo da alteragcdo presente em seu filho. A coleta é feita em uma veia do braco e,
geralmente, se coleta de 4 a 10 ml de sangue.

RISCOS:

Vocé pode sentir um breve desconforto com a coleta de sangue e o procedimento pode deixar uma pequena
marca no local da agulha. Esse procedimento dura uns poucos segundos.

VANTAGENS / RESULTADOS:

Os resultados desta pesquisa devem fornecer um maior conhecimento sobre a doenca de seu filho. Os
resultados da pesquisa serdo fornecidos a vocé e a sua familia pelo seu médico assistente ou pelos pesquisadores
responsaveis e estardo também referidos no prontuario médico hospitalar.

SIGILO:

Todas as informagbdes médicas, assim como os resultados dos exames e dos testes genéticos realizados
nessa pesquisa, fardo parte do prontuario médico e dos bancos de dados do projeto de displasias esqueléticas. O
sigilo sera mantido em todos os estudos colaborativos que possam advir dessa pesquisa por meio da utilizagdo de
um numero de codigo para a identificagdo dos individuos participantes. Os resultados ou informagdes fornecidos
devem ser utilizados para fins de publicagao cientifica; no entanto, nenhum nome sera utilizado.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

A sua participagao na presente pesquisa é voluntaria. Sendo assim, a qualquer momento vocé podera se
recusar a participar ou retirar o consentimento e interromper a sua participagdo presente pesquisa, sem
comprometimento dos cuidados médicos que seu filho e/ou vocé recebem atualmente ou poderao receber no futuro.

COLETA, FUTURAS PESQUISAS E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL GENETICO:

O DNA, material genético obtido a partir de uma amostra de seu sangue, sera usado para esse estudo se
vocé concordar. Vocé pode concordar com o uso da sua amostra de sangue apenas para esse estudo (opgao 1 do
termo de consentimento), ou também para outros estudos (opgéo 2 e 3). Vocé pode escolher ser consultado no futuro
sobre sua permissao para uso da sua amostra em outro estudo (opgao 2) ou vocé pode dar sua permissao agora,
sem ter que ser solicitado novamente (opgado 3). Em qualquer caso, seu nome sera conhecido apenas pelo
investigador do estudo e ninguém mais.

Vocé tem o direito de se retirar desse estudo a qualquer momento. Se vocé escolher se retirar, nenhum outro
estudo sera conduzido com a sua amostra. Se vocé concordar com a sua participagdo nesse estudo, a sua amostra
de sangue sera armazenada no Laboratério de Medicina Gendmica do Centro de Pesquisa Experimental do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, sob a responsabilidade do investigador principal pelo tempo determinado pela
regulamentacédo vigente. Essa amostra sera usada exclusivamente para os propésitos cientificos descritos aqui. Vocé
pode requerer a destruicdo da amostra a qualquer momento. Uma coépia desse termo de consentimento sera
fornecida a vocé.

A assinatura dos itens abaixo indica que vocé foi informado, tanto oralmente como pelo termo de
consentimento, sobre a pesquisa mencionada acima. Dessa forma, vocé confirma que leu e entendeu o contetdo da
Folha de Informagéo e que, voluntariamente, concorda com a sua participacdo. Vocé também entendeu que pode
questionar qualquer coisa sobre a pesquisa ao seu médico e/ou ao pesquisador, e que a informacgao que lhe foi
fornecida permitiu-lhe tomar uma decisao livre e completamente informada sobre a sua participagdo nesse estudo.
Vocé tem o direito de se retirar desse estudo em qualquer momento sem qualquer consequéncia para vocé ou para
seu filho.
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lll. Em quaisquer das opg¢oes abaixo sua identidade e a de seu filho serao mantidas confidenciais. Escolhendo
um dos itens abaixo vocé estara concordando com a utilizagado do seu DNA para:
|:| 1  Ser usada apenas nesse projeto de pesquisa. Essa amostra ndo pode ser usada em nenhum outro projeto.
|:| 2  Ser usada apenas nesse projeto, € para outros projetos com sua permissao. Se a amostra puder ser usada
em outro projeto, vocé quer ser contatado para que solicitem sua permissdo. Uma nova aprovagao do
Comité de Etica é necessaria para usar sua amostra em outro estudo.
[ ] 3 Serusada para este e qualquer outro projeto. Vocé nao quer ser contatado para nova permissdo. Uma nova
aprovacdo do Comité de Etica é necessaria para que sua amostra seja utilizada em outro estudo.

Nome: Data de nascimento:

Assinatura:

Local e data:

Em caso de duvidas, os pesquisadores estdo a disposi¢ao para esclarecimentos:

Pesquisador principal:

Maria Teresa Vieira Sanseverino Assinatura:
Servigo de Genética Médica SGM — HCPA

Telefone: (51) 3359-8011

E-mail: msanseverino@hcpa.ufigs.br

Pesquisador colaborador: Local e data:
Eduardo Preusser de Mattos

Servigo de Genética Médica SGM — HCPA

Telefone: (51) 3359-8011

E-mail: eduardo.mattos@ufrgs.br

Em caso de duvidas éticas, vocé podera contatar o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre pelo telefone (51) 3359-8304

190



A3 - Primers utilizados para amplificagdo do gene SOX9

SOX9_1F & TTCTCGCCTTTCCCGGCCACC &
SOX9_2R 5 GGGGCAAATCAGCCCTGACCAG &
SOX9_3F 5 GACAGTTTGGCGGATTTCAC 3’
SOX9_4R 5 CCACGAAGAATCTCCCAGGC &
SOX9_5F 5 CCTGATAAAAGGGGGCTGTCC 3
SOX9_6R 5 GCGCCTGCTGCTTGGACA 3’
SOX9_9F &5 TAAGACTAGGGCGTCTGCAC 3’
SOX9_10R &5 TCCGTCTTGATGTGCGTTCG 3
SOX9_11F 5 AGCGAACGCACATCAAGACG 3’
SOX9_12R & TTGGTCCTCTCTTTCTTCGGTTA 3
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A4 - Condigoes de PCR utilizadas para amplificagdao do gene SOX9.

Par de primers (0,2 uM de cada)

F1/R2 F3/R4 F5/R6 F9/R10 F11/R12
dNTPs 200 uM 200 uM 200 uM 200 uM 200 uM
MgCl, 1,3 mM 1,5 mM 1,5 mM 0,9 MM 1,5 mM
DMSO 5% 10% 10% 5% -

Taq Platinum AmpliTaq Gold 1U AmpliTaq Gold 1U Taq Platinum Taq 1U
1U (Invitrogen) (Applyed Biosystems) (Applyed Biosystems) 1U (Invitrogen) (Invitrogen)

Polimerase

Temperatura de
64°C 58°C 58°C 61°C 61°C
anelamento

Numero de ciclos 35 30 30 35 35
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do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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Displasias esquelsticas ou csteocondro-
displasias (OCDs) constituem um grande
grupo de doencas genéticas que afetam
o esgueleto, produzindo alteragdes no
crescimento  elou  nas  proporgdes
COrporais.

*530 reconhecidas cerca de 450
desordens desse tipo, com mais de 22
genss associadoss

«Estima-se uma prevaléncia de 32 a
cada 10.000 nascimentos na América do
Sul=.

*Quanto 3o padrdc de heranga, muitas
OCDs s3c causadas por mutagdes
dominantes novas, mas ha varas formas
recessivas com 25% de possibilidade de
recoménciad.

+Em toma de 40% das OCDs podem ser
diagnosticadas por ultrassom pré-natal®.

sUltrassonografia de segundo trimestre -
itens essenciais da investigacda:

v perimetro cefalico (PC)
v circunferéncia toracica (CT)
v'oircunferéncia abdominal (CA)

vcomprimento, forma e minera-
lizagao dos 0s50s longos

vpresenga de fraturas e edemas
¥ peril fetal

sJuando ha suspeita de displasia
esquelstica?

¥ COT = percentil 5

¥ 05505 longos = percentil &

v PC = percentil 75

vTazdo CT / comprimento do pé < 1.0

«FParametros de letalidade:
YCT/CA=06
v comprimento do fémur f CA < 0,16

A avaliacdo radioldgica pos-natal &
fundamenfal para o estabelecimento
comreto do diagnostico.

Osteogénese mper| [Atslosteagénsss 1
feita fipo 17 baixa||note a pelve carac-
mineralizagdo dzsea | [teristica

4 jnvestigacdo basica deve conter:

Radiografias de:

“eranio  [anteroposterior (AP} e
lateral]

v coluna (AF e lateral)

vpelve (AP

v'membros supenoresiinferiores (AP)
v maos e pés (AP

Coleta de material para extracdo de
DINA:

v'3angue em EDTA ou papel filtro
v amostra de tecido
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