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RESUMO

Osteogénese imperfeita (Ol) € um grupo de doencgas 0sseas com heterogeneidade
fenotipica e genética. Atualmente, apresenta uma classificacdo de 21 tipos estando
associada a diferentes genes. Acredita-se que ainda existam outros genes e variantes
gue podem estar associadas a Ol. Assim, o0 objetivo do presente estudo foi buscar
associacfes de multiplos genes com OIl. Foram utilizadas analises de interacdo de
rede, expressao e co-expressdo génica, meéetodos de bioinformatica aplicados a
biologia de sistemas para processar os dados. A primeira abordagem realizada com
genes relacionados aos principais fenotipos de OI, conforme dados disponiveis no
HPO, acabou gerando uma rede de interacdo muito grande e pouco conclusiva.
Seguimos para uma segunda abordagem, em que analisamos a co-expressao génica
de osteoblastos comparada a células mesenquimais. Ao analisar as vias de GO e
KEGG dos genes co-expressos ja associados a Ol se destacaram ontologias de
ossificacdo e vias de adeséo focal. Por fim, verificamos a expressao diferencial dos
genes em 0ssos de camundongo. Ao cruzarmos a lista dos genes diferencialmente
expressos com os genes relacionados a ossificacdo e adeséo focal encontramos 13
genes presentes em ambos, COL1Al1l, COL1A2, CREB3L1, MMP2, FBN2, IHH,
COL11A2, COL2A1, COL11A1,SOX9, SATB2, PHEX e GLI2. Os trés primeiros genes
ja sdo associados a Ol, no entando, os demais seriam possiveis candidatos a serem
associados, sendo necessario estudos in vivo e funcionais para averiguar a hipotese.

Palavras-chave: Osteogénese imperfeita, genes, biologia de sistemas.



ABSTRACT

Osteogenesis imperfecta (Ol) is a group of bone disorders with phenotypic and genetic
heterogeneity. Currently, 21 types of Ol is classified and associated with different
genes. It has been suggested that there are other genes and variants that may be
associated with Ol. Thus, the objective of the present study was to search for
associations of multiple genes with Ol. To generate the data, network interaction, gene
expression and co-expression, bioinformatics techniques applied to systems biology
were performed. The first approach was carried out using related genes of the main Ol
phenotypes and a very large and inconclusive interaction network was generated. We
move on to a second approach where we analyzed the gene co-expression of
osteoblasts and mesenchymal cells. When analyzing the GO and KEGG pathways of
the co-expressed genes previously associated with Ol, ossification and focal adhesion
stood out. Finally, we verified the differential expression of genes in mouse bones.
Crossing the list of differentially expressed genes with genes related to ossification and
focal adhesion, we found 13 genes present in both, COL1A1, COL1A2, CREB3L1,
MMP2, FBN2, IHH, COL11A2, COL2A1, COL11A1,SOX9, SATB2, PHEX and GLI2.
The first three genes are already associated with OI, however, the others would be
possible candidates to be associated, requiring in vivo and functional studies to
ascertain the hypothesis.

Keywords: Osteogenesis imperfecta, gene, systems biology.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
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DI Dentinogénese imperfeita

AD Autossdmico dominante
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HPO Human Phenotype Ontology
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NCBI National Center for Biotechnology Information
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1 INTRODUCAO
1.1 OSTEOGENESE IMPERFEITA

Osteogénese imperfeita (Ol) € um grupo de doencas d&sseas com
heterogeneidade fenotipica e genética. E caracterizada pela diminuicio da densidade
0ssea devido a defeitos na sintese do colageno tipo 1, tendo como genes codificantes
principais 0 COL1A1 e COL1A2 (Marini et al., 2007). Nos individuos com Ol a baixa
massa 0ssea resulta em fragilidade 6ssea, fraturas de repeticdo, baixa estatura e
progressiva deformidade Ossea, principalmente nos o0ssos longos. Outras
manifestacbes clinicas extra-esqueléticas observadas incluem escleréticas
acinzentadas ou azuladas, dentinogénese imperfeita (DI), frouxiddo ligamentar e
surdez progressiva (Engelbert et al., 2004).

Ol é uma doenca rara com uma prevaléncia geral de 1:10.000 a 1:20.000
nascimentos (Roughley et al., 2003). No entanto, a prevaléncia pode ser muito maior,
uma vez que os individuos com a forma mais branda da doenca, por ndo procurem
ajuda médica, acabam nao sendo diagnosticados (Martin et al., 2007; Pillion et al.,
2011). A Associagéo Brasileira de Osteogénese estima que existam mais de 12.000
individuos com esta patologia no Brasil (Fiocruz, 2017).

Inicialmente, a Ol foi classificada clinica e radiologicamente em quatro tipos (I-1V)
pelo médico australiano David Sillence em 1979. Ol tipo | é a forma mais leve, o tipo
Il € a forma letal perinatal, enquanto o tipo Ill € o mais grave e a Ol tipo IV é
caracterizada pela forma moderada (Sillence et al., 1979 ; Rauch et al., 2010 ; Lin et
al., 2015 ; Mrosk et al., 2018). Com o aumento dos estudos e da compreenséo da
doenca, mais genes foram sendo relacionados a Ol, levando a um aumento na
classificacdo genética para 21 tipos conforme descrito na Tabela 1 (Mortier et al.,
2019; OMIM).

Tabela 1: Classificagéo de Ol de acordo com a base molecular.

Ol Tipo .
Classificacdo Heranca Gene Gravidade
Genética
| AD COL1A1, COL1A2 | Leve
Il AD COL1A1, COL1A2 | Letal

[l AD COL1A1, COL1A2 | Grave



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B57
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B53
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B45
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B40
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B40

\Y AD COL1A1, COL1A2 | Moderada
V AD IFITM5 Moderada a grave
\i AR SERPINF1 Grave
VII AR CRTAP Grave a letal
VIII AR P3H1 Grave a letal
IX AR PPIB Moderada a letal
X AR SERPINH1 Grave
Xl AR FKBP10 Moderada a grave
Xl AR SP7 Moderada
Xl AR TMEM38B Grave
XIV AR BMP1 Grave
XV AR WNT1 Moderada a grave
AD (osteoporose)
XVI AR CREB3L1 Grave
XVII AR SPARC Grave
XVIII AR FAM46A Grave
XIX LX PLS3 Leve
XX AR MESD Grave a letal
XXI AR KDELR2 Grave

AD: autossémico dominante; AR: autossémico recessivo; LX: ligado ao X. Adaptado
de Mortier et al., 2019 e de dados coledados do site OMIM (https://www.omim.org/).

1.2 GENETICA DA OSTEOGENESE IMPERFEITA

Os 4 primeiros tipos da classificacdo, que representam a grande maioria dos
casos de Ol, sdo associados a variagdes nos genes COL1A1 e COL1A2. Entretanto,
alteracdes nos genes do colageno ndo foram identificadas em diversos casos com
caracteristicas clinicas de Ol, principalmente formas graves ou letais. Nas ultimas
décadas, com o aumento dos estudos na doenca, foram associadas diferentes
variantes patogénicas de genes nao colagenos, proteinas codificadoras envolvidas na
biossintese de coladgeno ou fatores de transcricdo e moléculas de sinalizagédo
relacionadas a diferenciacdo e mineralizacdo de células 6sseas (Bregou Bourgeois et
al., 2016 ; Lindert et al., 2016 ; Marom et al., 2016 ; Marini et al., 2017).

Dentre as descobertas realizadas, foi visto que as variantes patogénicas nos
genes COL1Al1, COL1A2 e IFITM5 apresentam heranca autossdbmica dominante.
Enquanto nos genes SERPINF1, CRTAP, P3H1 (LEPRE1l), PPIB, SERPINHL1,
FKBP10, SP7, BMP1, TMEM38B, WNT1, CREB3L1, SPARC, FAM46A (TENT5A),
MESD e KDELR2 a heranca € autossdémica recessiva. J& o gene PLS3 é associados
a heranca ligada ao cromossomo X, Tabela 1 (Mortier et al., 2019; OMIM).


https://www.omim.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B44
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6803541/#B43
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Esses genes ja classificados geneticamente com tipos de Ol estao
correlacionados com a diminuicdo da massa 0ssea por alteracdes na formacao e
estruturagcdo do colageno tipo 1, funcdo e diferenciacdo de osteoblastos e na
mineralizacdo e metabolismo 6sseo (Figura 1) (Marini et al., 2017). Acredita-se que
Nnovos genes e novas variantes patogénicas podem vir a ser identificadas e

relacionadas a Ol.

Fungao e diferenciagao
de osteoblastos

SP7, TMEM38B, WNT1, SPARC e
FAM46A

Formagao e estruturacao Mineralizagdo e

do colageno tipo 1 OSTEOGEN ESE metabolismo 6sseo
SO, GO, TR AL IMPERFEITA IFTIMS5, SERPINF1, PLS3 MESDe

PPIB, CREB3L1, SERPINH1,
FKBP10e BMP1 KDELR2

Figura 1. Mecanismo alterados dos genes associado a Ostegénese Impefeita

1.3 COLAGENO TIPO 1 E OSTEOGENESE IMPERFEITA

O colageno tipo | é o principal constituinte da matriz extracelular 6ssea humana,
ditando a resisténcia 0ssea a partir de sua quantidade e integridade (Eyre and Weis,
2013). Esse é composto por duas cadeias de procolageno a1 e uma cadeia a2,
formando uma molécula de tripla hélice. Diferente da maioria das proteinas, os
procolagenos sao montados a partir da regido C-terminal e ndo da regido N-terminal.
Apébs o processo de traducgdo, essas ainda sofrem diversas modificacdes até serem
incorporadas na matriz extracelular 6ssea. Além disso, eles séo caracterizados por
sequéncia de aminoacidos repetidas, cada cadeia contem Gly-XY, sendo geralmente
prolina e hidroxiprolina nas posi¢cdes X e Y (Marini et al, 2010; Makareeva et al., 2011).

Aproximadamente 85% dos casos de Ol séo causadas por variagdes patogénicas
nos genes COL1Al1 e COL1A2 que codificam as cadeias de procolagenos a1 e a2,
respectivamente. Variantes que alteram a estrutura do colageno tipo I, grande maioria
substituicdes de glicina por outro aminoécido, levam a forma moderada, grave ou letal
de Ol e sao consideradas alteragcbes qualitativos. Enquanto, as alteracdes

guantitativas, causadas por haploinsuficiéncia, em geral, por cédon de parada
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prematuros nos genes levando a uma menor expressdao das cadeias a, sao
associadas a quadros clinicos leves da doenca (Marini et al., 2010; Willing et. al,
1996).

A formacgédo da estrutura em tripla hélice pés-traducional do colageno tipo | tem
como complexo proteico responsavel a colageno 3-prolil-hidroxilase, codificada pelos
genes CRTAP, P3H1 e PPIB. Variantes patogénicas nestes genes sdo associadas as
formas graves em OI (Morello et al., 2006; Cabral et al., 2007; van Dijk et al., 2009).
Também responsavel pela formacao da tripla hélice, a isomerizacdo da prolina é
realizada pela proteinas codificadas dos genes SERPINH1 e FKBP10, e suas
alteracdes levam a quadros clinicos moderados a graves (Alanay et al., 2010;
Christiansen et al., 2010). Outra associacao de fenétipo grave a Ol sdo variacbes
patogénicas no gene BMP1, codificante de uma protease que atua na clivagem do
propeptideo C-terminal do procolageno tipo 1 (Martinez-Glez et al., 2012). Ainda, o
gene CREB3L1, que atua na ativacdo da expressdo do gene COL1A1l, também

apresenta alteragdes que foram relacionadas com Ol (Symoens et al., 2013).

1.4 OSTEOBLASTOS E OSTEOGENESE IMPERFEITA

O osso esta em constante estado de renovacédo, uma das principais células nesse
processo sao os osteoblastos, que atuam na formacéo 6ssea (Matsuo and Irie, 2008).
Existem alguns genes que estdo relacionados a diferenciacdo na linhagem dos
osteoblastos como SP7, TMEM38B e WNTL1. Estes apresentam variantes patogénicas
que sdo associadas a Ol, e o ultimo também esta relacionado com osteoporose
(Lapunzina et al., 2010; Shaheen et. al, 2012; Keupp et al., 2013; Laine et al., 2013;
Palomo et al., 2014).

O gene SPARC, que é expresso nas células de osteoblastos, codifica a proteina
SPARC que se liga ao colageno tipo 1 e outras proteinas da matriz. Duas alteracbes
nesse gene ja foram associadas a forma grave de Ol (Mendoza-Londono et. al, 2015).
Outro gene que se manifesta nessas células € o FAM46A, que ainda tem a sua funcao
indefinida, mas a familia FAM46 tem sido relacionada a diferentes tipos de doenca,
incluindo este a Ol (Doyard et. al, 2018).
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1.5 MINERALIZACAO E METABOLISMO OSSEO E OSTEOGENESE IMPERFEITA

Diversos genes controlam e atuam na mineralizacdo 6ssea. Um deles, IFTIM5,
apresenta uma alteragdo na regiao 5 UTR (c.-14C>T) que cria um novo sitio de
iniciacdo levando a adicdo de 5 aminoacidos na por¢cdo N-terminal do gene foi
identificada como responsavel pela Ol tipo V (Semler et al., 2012). Ja o tipo VI foi
associado a variantes patogénicas no gene SERPINF1, que leva a uma deficiéncia de
mineralizacdo 6ssea (Becker et al., 2011; Homan et al., 2011).

O gene PLSS3, localizado no cromossomo X, € um regulador do metabolismo
0sseo, e ndo s6 esta associado com Ol como com osteoporose. No entanto, suas vias
de regulacéo ainda ndo sdo bem esclarecidas (van Dijk et al., 2013; Cao et al., 2014).

A associacdo do gene KDELR2 apresenta como hipétese que a proteina codificada
por este interfere na formacao de fibras (van Dijk et al., 2020). MESD atua na via WNT
e alteracdes nesta podem afetar negativamente o acumulo de massa 0ssea e a

resisténcia 6ssea (Moosa et al., 2019)

1.6 MANIFESTACOES CLINICAS DE OSTEOGENESE IMPERFEITA

A Ol é caracterizada por fragilidade e repetidas fraturas 6sseas, deformidade
esquelética e baixa estatura (Engelbert et al., 2004). Com a malformacédo na coluna
vertebral, 0ssos longos e caixa toracica reduzida individuos com Ol tendem a ter
problemas nas func¢des pulmonares (LoMauro et al.,, 2018). Manifestacdes extra-
esqueléticas também podem ser desenvolvidas, uma vez que Ol é uma desordem
sistémica do tecido conjuntivo, incluindo escleroticas acinzentadas ou azuladas, DI,
fraqgueza muscular, complicacdes cardiovasculares, frouxiddo ligamentar e surdez
progressiva (Engelbert et al., 2004).

No tipo mais leve da doenca, tipo |, as fraturas dsseas tendem a diminuir com o
avanco da idade (Tauer et al.,, 2019). A baixa estatura € comum nos pacientes
diagnosticados com a classificacéo clinica do tipo |, Il e IV (Barber et al., 2019; Jain
et al., 2019). Além disso, no tipo Ill as complicacdes respiratorias, fragilidade e a ma
oclusdo dos dentes sdo mais graves (LoMauro et al., 2018; Najirad et al.; 2018, Tam
et al., 2018). O tipo Il acaba sendo letal tanto no periodo pré-natal quanto neonatal
(Sillence et al., 1984).
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1.7 BIOLOGIA DE SISTEMAS

O crescente aumento de bancos de dados genémicos publicos possibilita a
realizacdo de uma série de analises de bioinformatica, sendo possivel estudos com
cenarios mais abrangentes para avaliar a complexidade biol6gica de um organismo.
A biologia de sistemas, por sua vez, combina experimentos de biologia molecular e
analise computacional, buscando entender as interagdes mais simples de complexos
biolégicos e como essas funcionam no sistema (Le Novere, 2015; Kowalski et al.,
2019). Quando integrado informacBes de genbmica, protedmica e fenotipica, €
possivel avaliar como cada um desses atua e como suas perturbacdes podem
modificar o fenétipo da interagé@o (Sahni et al., 2013).

Na biologia de sistemas se tem como principal analise as redes biolégicas,
integrando os processos biolégicos de acordo com a abordagem do estudo (Le
Novere, 2015). Para auxiliar na montagem de um cénario mais completo existe uma
série de analises que podem ser utilizadas. As ontologias génicas (GO) e as vias de
sinalizacao enriquecidas (KEGG) podem indicar como 0s genes se organizam em vias
metabdlicas (Ashburner et al., 2000; Kanehisa et al.,, 2017). A co-expressao
diferencial, por sua vez, avaliara se a alteracdo em um gene repercurte em outros
(Yang et al., 2013). Enquanto, a expressao diferencial compara a expressao do gene
em diferentes ambientes (Robinson et al., 2010).

Essa metodologia consiste em uma abordagem muito eficaz e econémica para
a exploracdo dos mecanismos moleculares de doencas, principalmente doencas

raras, pois pode ser aplicada com poucas informacg@es obtidas em estudos.
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2 JUSTIFICATIVA

Osteogénese Imperfeita € um grupo heterogéneo de doencas 6sseas causadas
por diferentes genes. Até o momento 21 genes foram relacionados a Ol, sendo estes
relacionados a estrutura e sintese do colageno tipo 1, modificacdo, processamento e
cross-link do colageno, mineralizacdo Ossea ou diferenciacdo e funcdo dos
osteoblastos.

Considerando as recentes descobertas de multiplos genes associados e o
aumento dos estudos em Ol, juntamente com o avanco da tecnologia, diversas
associacOes ainda podem ser identificadas e estudadas, ampliando o conhecimento
sobre a interacdo dos genes causadores de doencas e suas repercussoes fenotipicas.
A biologia de sistemas, por sua vez, pode auxiliar na identificacdo de possiveis hovos
genes a serem associados a Ol.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as associacfes de multiplos genes com Osteogénese Imperfeita

utilizando Biologia de Sistemas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Construir uma rede de interacdo dos genes associados com 0s principais
fenétipos de Ol.

b) Analisar as principais ontologias genicas (GO) e vias de sinalizacdo (KEGG)
enriquecidas de Ol.

c) Analisar co-expressdo génica dos genes associados a Ol a partir de amostras
de osteoblastos e células mesenquimais de estudos anteriores.

d) Analisar expressao diferencial de RNA-seq a partir de ossos de camundongo
de estudos anteriores.
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4 METODOLOGIA
4.1 SELECAO DE FENOTIPOS DA OSTEOGENESE IMPERFEITA

Foram selecionados os principais fenétipos de Osteogénese Imperfeita para
obtencdo de seus genes associados, dos quais foram coletados do banco de dados
Human Phenotype Ontology (HPO).

4.2 ANALISE DE INTERACAO DE REDE

As redes foram geradas a partir da lista de genes obtida no HPO ou dos genes
diferencialmente expressos obtidos através dos estudos do repositorio Gene
Expression Omnibus (GEO), usando o banco de dados STRING v.11, compreendendo
interacbes proteina-proteina (PPI) para Homo sapiens. Apenas interacdes
experimentais foram selecionadas, com uma pontuacdo de interacdo minima
necesséria definida em 0,400 (padrdo). As redes montadas foram transferidas para o
software Cytoscape v.3.8.0, no qual foram realizadas as estatisticas da rede. A
comparacao das redes geradas foi analisada com o aplicativo DyNet no Cytoscape
v.3.8.0.

4.3 ANALISES GENOTIPO-FENOTIPO

Foram utilizados os dados do HPO gerados pela selecdo de fenotipos descrito na
secdo 4.1. Todos os dados foram normalizados no software RStudio Desktop v.

1.3.1093 em linguagem R, conforme pacotes disponibilizados pelas plataformas.

4.4 ANALISE DE ONTOLOGIAS GENICAS

O enriquecimento das ontologias foi calculado com o pacote clusterprofileR (Yu
etal., 2012), em linguagem R, utilizando-se dos bancos de dados Gene Ontology (GO)
e KEGGdb, para vias de sinalizacao. Todos os Valores-P obtidos foram ajustados pelo
meétodo de false discovery rate (FDR). Apés o ajuste, todos os Valores-P < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.



17

4.5 ANALISE DE CO-EXPRESSAO DIFERENCIAL

Utilizando os dados de sequenciamento de RNA (RNAseq) do estudo “Osteogenesis
depends on commissioning of a network of stem cell transcription factors that act as
repressors of adipogenesis” (Rauch et al., 2019), obtido no banco de dados GEO, sob
codigo GSE113253. Foi calculada a co-expressdo diferencial dos genes conforme
descrito na seccao 4.2., com o pacote DCGL (Yang et al., 2013), em linguagem R, a partir
da correlacao de Pearson, comparando os genes par-a-par. O pacote proporciona qual o
gene gue esté regulando a correlacao diferencial dentro do par; esse gene foi chamado

de “mandante” nesse trabalho.

4.6 ANALISES DE EXPRESSAO DIFERENCIAL

Apds busca no GEO, escolhemos o estudo “The Osteocyte Transcriptome Is Extensively
Dysregulated in Mouse Models of Osteogenesis Imperfecta” (Zimmerman et. al, 2019),
sob codigo GSE154748 para andlise de expressdo diferencial. Os arquivos fastq
coletados do banco de dados Trace (National Center for Biotechnology Information -
NCBI) e foram tratados no servidor useGalaxy (Afgan et al.,, 2018), realizando
alinhamento com Bowtie2 e a contagem da expressao génica com o featurecounts. A
expressdo diferencial foi avaliada em pacote edgeR (Robinson et al., 2010), em
linguagem R, apds normalizacéo por trimmed means (TMM). Todos os genes com valores
de logFC > 1 foram considerados superregulados, ja todos os genes com logFC < -1
foram considerados subrregulados. Foram considerados resultados estatisticamente
significativos todos os genes com valor-P < 0,05, apds a realizacdo do ajuste pelo método
FDR.

4.7 DIAGRAMA DE VENN

Para identificar a coexisténcia de genes nos dados gerados nas secc¢oes 4.4, 4.5

e 4.6 utilizamos o diagrama de Venn.



5 RESULTADOS

5.1 ABORDAGEM A PARTIR DO FENOTIPO

Selecionamos os 18 fendtipos mais frequentes em pacientes
Imperfeita para a nossas analises, descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Fendtipos selecionados e seus cédigos HP.
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com Osteogénese

FENOTIPO HP
Cifoescoliose HP:0002751
Deficiéncia auditiva HP:0000365
Deficiéncia auditiva condutiva progressiva HP:0008607
Deficiéncia auditiva neurossensorial de inicio naidade adulta HP:0008615
Densidade mineral 6ssea reduzida HP 0004349
Dentinogénese imperfeita HP:0000703
Esclera azul HP:0000592
Escoliose HP:0002650
Escoliose lombar HP:0004626
Escoliose toracica HP:0002943
Escoliose toracolombar HP:0002944
Fratura 6ssea HP:0020110
Hipermobilidade articular HP:0001382
Morfologia anormal da valvula adrtica HP:0001646
Morfologia anormal da valvula cardiaca HP:0001654
Ossos de wormianos HP:0002645
Prolapso da valvula mitral HP:0001634

A partir dos dados gerados no STRING foi possivel construir a rede de interacdo

(Figura 2). O resultado inicial gerou uma rede muito grande e de dificil analise.

Portanto, optamos por selecionar na rede somente 0s genes que apareciam em trés

ou mais fenétipos. Dos genes ja associados a Ol apenas 7 estdo presentes na rede
de interacdo: COL1Al, COL1A2, CRTAP, PPIB, SP7, BMP1 e WNT1.

Os fenotipos deficiéncia auditiva condutiva progressiva, deficiéncia auditiva

neurossensorial de inicio na idade adulta, escoliose lombar, escoliose toracolombar e

fratura 6ssea ndo apresentaram dados suficientes para serem incluidos na rede

gerada.
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Figura 2: Rede de interagcdo de genes gerada a partir do aplicativo DyNet no

Cytoscape v.3.8.0 com a cor amarela aplicada a genes associados a Ol.
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Com a lista de genes gerados a partir dos fendtipos selecionados também foi
pesquisado as ontologias génicas (GO) e vias de KEGG. A Figura 3 mostra as 20 mais

enriquecidas desses genes.

A
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Figura 3: (A) Ontologias Génicas (GO) e (B) vias de KEGG. Embryonic organ
development: desenvolvimento de 6rgdo embriondrio; pattern specification process:
processo de especificacdo de padrdo; Ossification: Ossificacdo; embryonic organ
morphogenesis: morfogénese de 0rgdo embrionario; cilium organization: organizagao

do cilio; cilium assembly: montagem do cilio; regionalization: regionalizacao;
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sensory organ morphogenesis: morfogénese do 6rgao sensorial; ear development:
desenvolvimento da orelha; inner ear development: desenvolvimento do ouvido
interno; heart morphogenesis: morfogénese do coracdo; sensory perception of
mechanical stimulus: percepcao sensorial de estimulo mecéanico; sensory perception
of sound percepcdo: sensorial do som; skeletal system morphogenesis:
morfogénese do sistema esquelético; bone development: desenvolvimento 0sseo:
appendage development: desenvolvimento de apéndice; limb development:
desenvolvimento de membro; appendage morphogenesis: morfogénese do apéndice;
limb morphogenesis: morfogénese do membro; ear morphogenesis: morfogénese da
orelha; Pathways in cancer: Vias do cancer; Focal adhesion: Adeséo focal;
Regulation of actin cytoskeleton: Regulagéo do citoesqueleto de actina; Huntington's
disease: Doenca de Huntington; Oxidative phosphorylation: Fosforilacdo oxidativa,;
Alzheimer's disease: doenca de Alzheimer; Lysosome: Lisossoma; Parkinson's
disease: doenca de Parkinson; Amoebiasis: Amebiase; Dilated cardiomyopathy:
Cardiomiopatia dilatada; ECM-receptor interaction: Interagdo ECM-receptor;
Aminoacyl-tRNA biosynthesis: Biossintese de aminoacil-tRNA; Renal cell carcinoma:
Carcinoma de células renais; Chronic myeloid leucemia: Leucemia mieldide cronica;
Hypertrophic cardiomyopathy: Cardiomiopatia hipertréfica; Melanoma: Melanoma,;
Pancreatic cancer: Cancer de pancreas; Colorectal cancer: Cancer colorretal,
Endometrial cancer Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchor: cancer endometrial
Glicosilfosfatidilinositol (GPI) — &ncora; Biosynthesis: biossintese.

5.2 ABORDAGEM A PARTIR DE OSTEOBLASTOS

Partindo para uma segunda abordagem, realizamos analises utilizando dados de
osteoblastos e mesenquimais (Rauch et al., 2019), disponivel sob cédigo GSE113253
no GEO. Primeiramente, foi estudado a co-expressao diferencial dos genes
selecionados na seccdo 4.2. Dos dados gerados, foi observado que somente
COL1A1, COL1A2, FAM46A, TMEM38B, CREB3L1 e PSL3, genes ja associados com
Ol, apresentavam correlacéo significativa com outros genes. Além disso, COL1Al e
COL1A2 nao foram os “mandantes” em nenhuma co-expresséao diferencial, enquanto

0s outros genes todos foram os “mandantes”.
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Quando cruzadas as listas de genes que apresentam co-expressao diferencial dos

genes ja associados a Ol ndo € observado nenhum gene presente em todas as redes.

A Tabela 3 apresenta as 15 maiores correlacdes encontradas no diagrama de Venn.
No entanto, TMEM38B é co-expresso com CREB3L1 e FAM46A.

Tabela 3: Diagrama de Venn das listas de genes associados a Ol.

GENES Ol TOTAL GENES COEXISTENTES
COL1A1 COL1A2 CREB3L1 PLS3 2 CA2 RNF113A
COL1A1 CREB3L1 FAM46A PLS3 6 MUSK FGF10 KLLN CRB1 CACNA1G LSS
COL1A2 CREB3L1 PLS3 TMEM38B 1 GRHL3
COL1A1 COL1A2 TMEM38B 2 CCDC65 LFNG
COL1A1 COL1A2 CREB3L1 1 CHRNB1
COL1A1 COL1A2 PLS3 1 CRLF1
COL1A1 CREB3L1 FAM46A 3 COLEC11 PLK4 WWOX
COL1A1 CREB3L1 PLS3 7 REEP6 A2ML1 CDKN1B CLCN4 MAFB GPC3 TRPV3
COL1A2 FAM46A TMEM38B 1 RYR1
COL1A2 CREB3L1 PLS3 3 IPW PUS3 PHYH
COL1A2 FAM46A PLS3 3 LRP6 NFASC COL7A1
CREB3L1 FAM46A TMEM38B 4 ABCC6 KCNQ4 AEBP1 TMEM38B
CREB3L1 PLS3 TMEM38B 2 SOX4 NR2E3
FAM46A PLS3 TMEM38B 1 MYO18B
CREB3L1 FAMA46A PLS3 1 KCNJ2 SOS1 ACY1 NUBPL TBL1XR1 BBS10 PEX1 ZEB2

EYA4 TBC1D20 TDO2

Com os genes que apresentaram correlacao diferencial com COL1A1, COL1A2,
FAM46A, TMEM38B, CREB3L1 e PSL3, foi possivel analisar o enriquecimento de GO
e KEGG (Figura 4). Nas ontologias e vias se destacaram principalmente ossificacéo e

adesao focal,

respectivamente. Curiosamente, dos genes

relacionados com

ossificagdo como COL1A2, COL11A1, COL1A1, COL2A1, CTNNB1, COL6A1 também
séo vistos em adesao focal (Figura 5).
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Figura 4: (A) Ontologias génicas e (B) vias de KEGG. Embryonic organ development:
desenvolvimento de 6rgdo embrionario; Pattern specification process: processo de
especificacdo de padréo; Ossification: ossificagdo; Embryonic organ morphogenesis:
morfogénese de 0rgao embrionario; Sensory system development: desenvolvimento
do sistema sensorial; Sensory organ morphogenesis: morfogénese do 6rgéo
sensorial; Eye development: desenvolvimento do olho; Visual system development:

desenvolvimento do sistema visual, Camera-type eye development: desenvolvimento
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de olho tipo camera; Skeletal system morphogenesis: morfogénese do sistema
esquelético; Urogenital system development: desenvolvimento do sistema urogenital;
Epithelial tube morphogenesis: morfogénese do tubo epitelial; Ear development:
desenvolvimento da orelha: Appendage development: desenvolvimento de apéndice;
Limb development: desenvolvimento de membro; Inner ear development:
desenvolvimento da orelha interna; Appendage morphogenesis: morfogénese do
apéndice; Limb morphogenesis: morfogénese do membro; Bone development:
desenvolvimento 6sseo; Embryonic limb morphogenesis: morfogénese do membro
embrionario; Pathways in cancer: vias de céncer; Focal adhesion: adeséo focal;
Amoebiasis: amebiase; Lysosome: lisossoma; ECM-receptor interaction: interacao
ECM-receptor; Peroxisome: peroxissomo; Protein digestion and absorption: digestao
e absorcdo de proteinas; Melanogenesis: Melanogénese; Renal cell carcinoma:
carcinoma de células renais; Prostate cancer: cancer de prostata; Long-term
depression: depresséo de longo prazo; Chronic myeloid leucemia: leucemia mieldide
cronica; N-Glycan biosynthesis: biossintese de N-Glicano; Basal cell carcinoma:
carcinoma basocelular; Notch signaling pathway: via de sinalizagéo Notch.

wdesdo foca

Ossificagao
Figura 5: Diagrama de Venn dos genes relacionados com ossificagéo e adesao focal.

5.3 VERIFICACAO DE EXPRESSAO DIFERENCIAL

Com interesse de avaliar se os genes relacionados com ossificagcéo e adeséo focal
sofriam alguma diferenca de expresséo significativa no osso em Ol com relacdo a
pacientes controles, escolhemos amostras de um estudo com duas linhagens de
camundongos, oim/oim e CrptaKO, que representam dois tipos de Ol com diferentes

mutacdes genéticas resultantes de deficiéncia no colageno tipo 1 e uma linhagem do
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tipo selvagem (Zimmerman et al., 2019). Os dados foram gerados a partir de RNAseq
de fémures e tibias corticais enriquecidos com ostedcitos.

Apés o tratamento no servidor useGalaxy, foram gerados os dados de
expressdo diferencial de oim/oim versus controle e CrptaKO versus controle,
utilizando a lista de co-expressao dos genes ja associados a Ol. Os critérios de valor
significativos aplicados para log foram >1 ou <-1 e para valor ajustado de p de <0,05.
Assim, obtivemos 921 genes diferencialmente expressos em oim/oim versus controle
e 1414 genes em CrptaKO versus controle.

Ao cruzarmos os genes diferencialmente expressos encontrados com 0s genes de
ossificacdo e adeséao focal chegamos ao diagrama de Venn apresentado na Figura 6.
Na Tabela 4 estao descritos os resultados encontrados na expresséao diferencial para

0s genes que foram vistos em coexisténcia em ossificagéo e/ou adeséao focal.

Ossificacao

oim/oim

Figura 6: Diagrama de Venn de genes que apresentaram valor significativo na andlise
de expresséao diferencial de oim/oim VS controle e CrptakKO VS controle com genes

relacionados a ossificacdo e adeséao focal.

Tabela 4: Resultado da expresséo diferencial de oim/oim VS controle e CrptakKO VS

controle dos genes encontrados em ossificacdo e/ou adeséao focal.

) Expresséo
Gene Relacionado ] ] logFC p-valor FDR
diferencial
Adeséo Focal Oim/oim 1.140730539 3.81e-21 1.67e-19
CrptakO
COL1A1 B
Ossificagéo CrptaKo 1.32463704 1.00e-27 7.10e-26
oim/oim
CREB3L1 Oim/oim 1.71201276 3.67e-32 5.64e-30
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CrptaKo 1.714792193 2.93e-32 3.48e-30
Oim/oim 1.28831419 1.38e-20 5.61e-19
MMP2 CrptaKO CrptaKo 1.265748428 6.02e-20 1.76e-18
Ossificacao Oim/oim 1.046259351 2.49e-19 8.73e-18
FBNZ oim/oim CrptaKo 1.380926091 3.10e-32 3.66e-30
Oim/oim 1.205585873 5.06e-10 5.90e-09
A CrptaKo 1.259488042 7.40e-11 7.96e-10
Adeséo Focal Oim/oim 1.002117144 2.75e-09 2.91e-08

COL11A2 CrptakO
oim/oim CrptaKo 1.474009731 5.08e-18 1.21e-16
COL2A1 Adeséo Focal CrptaKo 1.156025751 1.50e-06 9.71e-06
COL11A1 CrptaKO CrptakKo 1.56059926 6.51e-21 2.14e-19
COL1A2 Ossificacéo CrptaKo 1.28304845 3.65e-137 9.91e-133
SOX9 CrptaKo 1.042196215 8.80e-10 8.44e-09
SATB2 CrptakO CrptaKo 1.350703318 3.92e-19 1.05e-17
PHEX Ossificacdo CrptaKo 1.13904522 1.06e-27 7.46e-26
GLI2 CrptaKo 1.268534788 3.28e-17 7.08e-16
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6 DISCUSSAO

Os pacientes portadores de Ol apresentam uma gama de sintomas clinicos,
exibindo, também, uma heteregeneidade genética entre os individuos (Marini et al.,
2007). Com o avanco da tecnologia e dos estudos em OlI, cada vez mais tem se
associado genes a doenca. Acredita-se que novos genes e novas variantes
patogénicas podem vir a ser identificadas e relacionadas a Ol.

A primeira abordagem realizada para identificacdo de possiveis novos genes
associados a Ol foi utilizando andlises a partir do fenotipo. A rede de interagéo inicial
gerada apresentava quase 2 mil genes tornando dificil de ser analisada. Por ventura,
decidimos manter na rede somente 0s genes que ja estavam associados a trés ou
mais dos fendtipos selecionados (Figura 2). Assim, obtivemos uma rede que
contemplava somente 7 dos genes ja associados a Ol, COL1A1, COL1A2, CRTAP,
PPIB, SP7, BMP1 e WNT1, estando todos fora da rede principal. Além disso, nenhum
gene se destacou na rede.

A partir desses resultados, seguimos para uma segunda abordagem voltada para
a co-expressao diferencial de genes em osteoblastos em comparag¢do com células
mesenquimais. Os osteoblastos sao células que atuam na formacao 6ssea, portanto
estdo relacionados a Ol independente da causa genética (Marini et al., 2017). Ao
realizarmos a co-expressao diferencial foi visto somente uma correlacdo significativa
de COL1A1, COL1A2, FAM46A, TMEM38B, CREB3L1 e PSL3 dos genes ja
associados a Ol. Além disso, ao cruzarmos as listas desses genes néo é observado
nenhum gene presente em todas as redes, como indica a Tabela 3.

No enriguecimento de GO e KEGG gerado neste trabalho, se destacam ossificacédo
(ontologia) e via de adeséo focal. Ossificagao esta diretamente relacionada a Ol, uma
vez que, € um grupo de doengas 0sseas. Ao olharmos a via de adeséo focal vimos a
presenca de associacdo a ECM (matriz extracelular), que esta relacionada com

diversos genes ja associados a Ol, como COL1Al1 e COL1A2 (Figura 7).
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Figura 7: Via de KEGG de adesao focal.

Para verificarmos se 0s genes associados a ossificacdo e adesao focal sofriam

alguma alteracao,

realizamos anaalise de expressado diferencial com dados de

RNAseq a partir de osso (Zimmerman et. al, 2019). Ao cruzarmos as listas de genes

de ossificacdo e adesado focal com 0s genes que apresentaram valor significativo na

analise de expressao diferencial, encontramos 13 genes relacionados (Tabela 4).
Desses, trés ja sdo associados a Ol, COL1A1, COL2A1 e CREB3L1. Os outros genes

ja foram associados a alguma doenca como visto na (Tabela 5).

Tabela 5: Funcédo e fendtipo dos genes encontrados na Tabela 4 que néo sdo

associados a Ol.

Gene OMIM Fenétipo

MMP2 *120360 Ostedlise multicéntrica, nodulose e artropatia
Aracnodactilia contratural congénita

FBN2 *612570 —
Degeneracao macular
Displasia acrocapitofemoral

IHH *600726 - ——
Braquidactilia, tipo A1
Surdez autossémica dominante 13
Surdez autossdmica recessiva 53
COL11A2 *120290 - —

Fibrocondrogénese 2
Displasia otopondilomegaepifisaria, autossémica dominante
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Displasia otopondilomegaepifisaria, autossdmica recessiva

Acondrogénese, tipo Il ou hipocondrogénese

Necrose avascular da cabeca femoral

Displasia checa

Displasia de Kniest

Doenca de Legg-Calve-Perthes

Osteoartrite com condrodisplasia leve

Displasia esquelética platisspondilica, tipo Torrance

COL2A1 *120140 —
SED congénita

Tipo SMED Strudwick
Displasia espondiloepifisaria, tipo Stanescu

Displasia espondiloperiférica

Sindrome de Stickler, tipo I, ocular ndo sindrdmica

Sindrome de Stickler, tipo |

Vitreorretinopatia com displasia epifisaria falangeana

Fibrocondrogénese 1
COL11A1 *120280 Sindrome de Marshall
Sindrome de Stickler, tipo Il

Displasia campomélica acampomélica

SOX9 *608160 Displasia campomélica

Displasia campomélica com reversdo sexual autossémica
SATB2 *608148 Sindrome de Glass
PHEX *300550 Raquitismo hipofosfatémico, dominante ligado ao X

Sindrome de Culler-Jones

GLI2 *165230

Holoprosencefalia 9
Dados coletados do site OMIM (https://www.omim.org/)

Nos genes apresentados na Tabela 5 podemos ver uma presenca de genes que
estdo envolvidos com o colageno. Como a MMP2, que codifica uma proteina que
degrada o colageno tipo IV e V (Murphy et al., 1985). COL2A1, COL11Al1 e COL11A2
estdo envolvidos na formacdo de colagenos, e ainda os dois primeiros estdo
relacionados com ossificacédo e adeséao focal (Cheah et al, 1985; Jun et al., 2001; Lui
et al., 1996).

O gene PHEX presente no cromossomo X, codifica uma proteina responsavel pela
degradacéo da ligacéo de integrinas, sendo predominante expresso em osteoblastos
(Barros et. al, 2013). Ja o gene IHH tem como funcé&o a sinalizacédo na regulacéo da
morfogénese embrionaria (Marigo et al., 1995). Os fatores de transcricdo SOX9 e GLI2
atuam no desenvolvimento esquelético e na transdu¢cdo do sinal SHH,
respectivamente (Cox et al., 2011; Roessler et al., 2003). Enquanto, SATB2 participa

na regulacdo da transcricdo e da remodelagdo da cromatina (Leoyklang et al., 2013).


https://www.omim.org/
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E a fibrilina codificada por FBN2, atua na formacao e remodelacéo de ECM (Olivieri et
al., 2010).

Esses 10 genes listados na Tabela 5 seriam possiveis genes a serem associados
a Ol. Estudos in vivo e funcionais serdo necessarios para corroborar 0S nossos

achados.
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