UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Mario Sérgio Ribeiro dos Santos

Estudo da mutagao c.1080+1G>T do gene P3H1 em pacientes com
Osteogénese Imperfeita atendidos no estado do Espirito Santo,

Brasil

VITORIA, ES

2019



Mario Sérgio Ribeiro dos Santos

Estudo da mutagao c.1080+1G>T do gene P3H1 em pacientes com
Osteogénese Imperfeita atendidos no estado do Espirito Santo,

Brasil

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagdo em Biotecnologia do
Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito parcial para obtencao do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientadora: Profa. Dra. Flavia de Paula

Coorientadora: Profa. Dra Sandra Ventourin
von Zeidler

VITORIA, ES

2019



Ficha catal ogréfica disponibilizada pelo Sistema Integrado de

Bibliotecas - SIBI/UFES e elaborada pelo autor

S237e

Santos, Mario Sérgio Ribeiro dos, 1983-

Estudo da mutacéo ¢.1080+1G>T do gene P3H1 em
pacientes com Osteogénese Imperfeita do estado do Espirito
Santo, Brasil / Mario Sérgio Ribeiro dos Santos. - 2019.

64f.: il

Orientadora: Flavia de Paula.

Coorientadora: Sandra Ventorim von Zeidler.

Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade
Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias da Salde.

1. Gene P3H1. 2. Mutagdo ¢.1080+1G>T. 3. Osteogénese
Imperfeita. |. Paula, Flaviade. 11. von Zeidler, Sandra Ventorim.
[11. Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de Ciéncias
da Saude. V. Titulo.

CDU: 61




Mario Sérgio Ribeiro dos Santos

Estudo da mutagao ¢c.1080+1G>T do gene P3H1 em pacientes com
Osteogénese Imperfeita atendidos no estado do Espirito Santo,
Brasil
Dissertagcao apresentada ao Programa de Pdés-Graduagdo em Biotecnologia do

Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, como
requisito parcial para obtengao do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Apresentada dia 26 de fevereiro de 2019

Profa. Dr2. Flavia de Paula
Instituicdo Universidade Federal do Espirito Santo

Orientadora

Profa. Dr2. Sandra Ventorim von Zeidler
Instituicdo Universidade Federal do Espirito Santo

Coorientadora

Prof. Dr. Breno Valentim Nogueira
Instituicdo Universidade Federal do Espirito Santo

(membro interno)

Profa. Dr2. Maria do Carmo Pimentel Batitucci
Instituicdo Universidade Federal do Espirito Santo

(membro externo)

Profa. Dr2. Flavia Imbroisi Valle Errera
Instituicdo Universidade Federal do Espirito Santo

(membro suplente em exercicio)

VITORIA, ES

2019



DEDICATORIA

Dedico a todos os talentosos cientistas brasileiros e ibero-americanos, herodis sem

gldrias, génios de paises de criatividade impar.

Dedico também a todos os génios desperdigados escondidos em uma favela, em um
morro, em uma cidade menos afortunada. Reflitamos sobre a importancia de levar a
educacgao a sério, por tantas pessoas anénimas que poderiam colaborar para o bem

comum da sociedade e para a valorizagédo e reconhecimento do Brasil no mundo

inteiro.



AGRADECIMENTOS

A realizacdo da presente dissertacdo de mestrado ndo poderia ter sido possivel sem

O precioso apoio de varias pessoas.

Em primeiro lugar agradeco as professoras Sandra Ventorim von Zeidler e Flavia de
Paula. A professora Sandra por me acolher e abrir varias portas para mim, por suas
palavras de incentivo e seus ensinamentos académicos. A professora Flavia por
aceitar ser minha orientadora, por seu empenho, disponibilidade, compreensao e

competéncia.

Agradeco a toda equipe e estudantes do NGHM, em especial a bidloga Rhana
Evangelista Salazar e a mestre Maira Trancozo, cuja colaboragcdo foi essencial

durante o mestrado.

Agradeco a UFES, a FACITEC, MCTI/CNPQ/MEC/CAPES e a CNPg/MS-
Decit/SESA/FAPES pelo apoio financeiro.

Agradeco a minha mée Rozali e aos meus irm&os Eduardo e Luis pelo seu apoio,
confianga e motivacao incondicionais, € aos meus amigos, em especial Marcio, Raisa
e Pravila. Neste mundo repleto de pessoas ruins, vocés me fazem crer que as pessoas

boas possam ser a maioria.

Tenho que agradecer a todas estas pessoas que passaram por mim nestes dois

ultimos anos na certeza de que deixaram um pouco de cada uma delas comigo.

Recentemente fui diagnosticado com a Sindrome de Asperger, uma forma de autismo
de alto processamento que afeta a capacidade de comunicacao e socializagdo com

eficiéncia.

Diferentemente do autismo “classico”, o portador da Sindrome de Asperger apresenta
nao somente a maioria das suas fungdes neurocognitivas preservadas, como também
apresenta algumas destas em niveis acima da média. Eu ougo todos os sons ao

mesmo tempo, ficando completamente sobrecarregado, ndo compreendo a linguagem



nao-verbal e olhar nos olhos de uma outra pessoa pode ser uma experiéncia quase

dolorosa.

Durante grande parte da minha caminhada enfrentei inimeros desafios, sendo muitas
vezes perseguido. Ser um autista nesta sociedade pode ser bastante penoso,
principalmente pela comunicacdo dar-se muito nas entrelinhas. E como estar preso

sozinho em um mundo que ndo o compreende e que vocé n&o pode compreender.

Minha vida poderia ter sido completamente diferente caso eu fosse diagnosticado
como um autista quando crianga, € ndo quando um homem adulto. O Asperger

infelizmente ainda é pouco conhecido, embora seja mais comum do que parega.

Era terrivel me sentir “diferente” e ndo entender o porqué, mas agora com o
entendimento de que a forma como recebo e processo a informacao é diferente do

padrao, posso me aceitar como um neuroatipico.

Quando digo as pessoas que sou autista, € comum escutar: “Mas vocé ndo age como
um autista ”. Quero entéo dizer: “E como eu deveria agir? ” Vocé nao pode dizer que

uma pessoa esta no espectro sé de olhar para ela. Nenhum autista é igual.

Agora eu ndo me sinto mais estranho e desajustado frente a sociedade. Sinto como
se a minha vida tivesse sido de um certo modo validada. Por mais estranho que possa

parecer.

Entdo agradecgo a psicologa Luciana Britto por me acompanhar durante este ultimo
ano de mestrado e abrir meus olhos para uma melhor compreenséo acerca de mim
mesmo, sobre aprendizagem e os desafios emocionais e comportamentais que

outrora pareciam inexplicaveis para mim.

Se aqui estou, deve haver um motivo especial. Pude me tornar um exemplo. Apesar
de todas as minhas limitagdes cognitivas para a comunicagao e a socializagao, gragas
ao apoio de todas estas pessoas amigas, eu fui capaz de vencer. Se eu fui capaz,

tenho certeza que com apoio qualquer um também é. E isso € um 6timo sentimento.

“Sou diferente, sou como vocé”.



EPIGRAFE

“O que é ideal? E aquele pensamento, aquele
sentimento intenso, constante e persistente, para onde convergem todas as nossas
faculdades e atividades, e que com o volver dos tempos acabara por contribuir para

a nossa felicidade ou desenvoltura". (Padre Roberto Landell de Moura)



RESUMO

SANTOS, M.S.R. Estudo da mutagao ¢.1080+1G>T do gene P3H1 em pacientes
com Osteogénese Imperfeita atendidos no estado do Espirito Santo, Brasil.
2019. 64f. Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) — Programa de Pés-Graduacao

em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

A Osteogénese Imperfeita (Ol) € uma doenca dssea hereditaria rara caracterizada por
ossos frageis e quebradicos que resultam em fraturas em criancas e adultos. E uma
desordem relacionada ao colageno, o principal componente da matriz extracelular dos
tecidos conjuntivos. Nos ultimos anos, muitos genes tém sido identificados com
diferentes padrbes de heranca relacionados a Ol. Estas anomalias sdo comumente
relacionadas as mutagdes nos genes codificadores do colageno tipo |, responsaveis
pelo aparecimento das formas autossémicas dominantes da doenca. Dentre aqueles
herdados de forma autoss6mica recessiva destaca-se o gene P3H1, o codificador de
um dos trés componentes proteicos formadores do complexo de 3-hidroxilagdo da
prolina do colageno tipo |. Este trabalho teve como objetivo estudar a mutagéo
c.1080+1G>T do gene P3H1 em pacientes com diagndstico clinico de Ol do estado
do Espirito Santo (ES), Brasil. Foram analisados por Sequenciamento de Sanger 10
pacientes atendidos em hospitais de referéncia no tratamento de Ol no estado do ES.
N&o foi identificada a mutacdo c.1080+1G>T do gene P3H1 em nenhum paciente
estudado nesta pesquisa. Apesar do pequeno numero amostral desta pesquisa, os
resultados deste trabalho sugerem que esta mutagao é rara em pacientes com Ol do
ES. Caracterizar a distribuicdo de mutagdes em genes relacionados a Ol amplia nosso
conhecimento acerca da variabilidade genética e fenotipica presente na doenca em
diferentes populagdes e auxilia no planejamento de novas estratégias para

diagnoésticos moleculares da Ol.

Palavras-chave: Gene P3H1. Mutagao ¢.1080+1G>T. Osteogénese Imperfeita.
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ABSTRACT

SANTOS, M.S.R. Study of the ¢.1080+1G>T mutation of the P3H1 gene in patients
with Osteogenesis Imperfecta of the Espirito Santo state, Brazil. 2019. 64f.
Dissertation (Master in Biotechnology) - Postgraduation Biotechnological Programme,
UFES, Espirito Santo. Brazil.

Osteogenesis imperfecta (Ol) is a rare inherited bone disease characterized by fragile
and brittle bones that results in fractures in children and adults. It is a disorder related
to collagen, the main component of the extracellular matrix of connective tissues. In
recent years, many genes have been identified with different inheritance patterns
related to Ol. These anomalies are commonly related to the mutations in genes
encoding type | collagen, responsible for the appearance of the dominant autosomal
forms of the disease. Among those inherited in an autosomal recessive form stands
out the P3H1 gene, the encoder of one of the three protein components forming the 3-
hydroxylation complex of proline of collagen type |. This work aimed to study the
¢.1080+1G>T mutation of the gene P3H1 in patients with clinical diagnosis of Ol in the
state of Espirito Santo (ES), Brazil. Sanger Sequencing was performed in 10 patients
attended at reference hospitals in the treatment of Ol in the ES state. The
c.1080+1G>T mutation of the gene P3H1 was not identified in any patient studied in
this study. Despite the small sample size of this research, the results of this work
suggest that this mutation is rare in patients with ES. Characterizing the distribution of
mutations in genes related to Ol increases our knowledge about the genetic and
phenotypic variability present in the disease in different populations and helps in the

planning of new strategies for molecular diagnoses of Ol.

Key words: P3H1 gene. c.1080+1G>T mutation. Osteogenesis Imperfecta.
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1 INTRODUGAO

A Osteogénese imperfeita (Ol), doenga de Lobstein ou doenga de Ekman-Lobstein, é
uma enfermidade rara que ocorre em cerca de 1 a cada 10.000 a 20.000 nascidos
vivos (FOLKESTAD et al., 2017; FORLINO; MARINI, 2016; LIM et al., 2017; MONTI
et al., 2010).

Trata-se de um grupo fenotipicamente e geneticamente heterogéneo de displasias
hereditarias diretamente relacionadas as desordens do tecido conjuntivo, ou seja, uma
desordem genética derivada de um disturbio da matriz extracelular (MEC), cuja
principal manifestacdo clinica é a fragilidade esquelética com consequente
suscetibilidade a fraturas (MARINI et al., 2007a).

Em média, 77% dos casos de Ol tém a sua causa ligada as mutagdes heterozigoticas
encontradas em COL7A1 e COL1A2, os genes que codificam as duas cadeias alfa-1
(a1) e a cadeia alfa-2 (a2) do colageno tipo |, o principal componente da MEC presente
nos ossos (BARDAI et al, 2016). Estas mutacbes s&o responsaveis pelo
aparecimento de defeitos quantitativos ou qualitativos na producéo do colageno tipo |
(FORLINO et al., 2011; KORKKO et al., 1998; WILLING et al., 1996).

Ainda que historicamente a Ol tenha sido classificada como uma anomalia
autossdmica dominante (AD) do colageno tipo |, os mais recentes estudos foram
responsaveis pela descoberta e identificacdo de diversos genes responsaveis pela Ol
herdada com um trago autossémico recessivo (AR) (CABRAL et al., 2007; MORELLO
et al., 2006; VAN DIJK et al., 2009).

Casos de Ol com padrao de heranga AR, causados por mutagbes em outros genes,
estdo relacionados, em geral, com alteragdes em processos de transcrigdo, transporte
ou modificagbes pods-traducionais do colageno tipo | (BYERS; PYOTT, 2012;
FORLINO et al., 2011; PYOTT et al., 2013; ROHRBACH; GIUNTA, 2012).

Um dos genes com uma das maiores taxas de mutagdes em Ol dentre aqueles
relacionados com heranga AR é o gene P3H1, o codificador da proteina prolil 3-
hidroxilase 1 (P3H1) que atua na formagao de um complexo molecular com a proteina

formadora de cartilagem (CRTAP) e a ciclofilina B (CypB, codificada por PPIB) no
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reticulo endoplasmatico (RE) responsavel pelo processo de 3-hidroxilagdo de
residuos especificos da prolina durante a modificagdo pos-traducional do colageno
(MARINI et al., 2007a, 2007b). A mutacao c.1080+1G>T, a mais frequente em P3H1,
€ a causa para a apari¢ao de uma forma de Ol cuja gravidade varia de letal perinatal
a severa (CABRAL et al., 2009, 2012).

Novas descobertas genéticas feitas nos ultimos anos tém contribuido para uma
melhor explicagao da Ol, levando a uma maior compreensao acerca de sua fisiologia,
O que por sua vez aumenta as nossas perspectivas, proporcionando mais

oportunidades para o desenvolvimento de novas terapias.

Conhecer as mutagdes causadoras da Ol e identifica-las, entendendo cada um dos
defeitos genéticos, fornecera as bases para o desenvolvimento de estratégias mais
eficientes de diagnostico molecular. A identificacdo das mutacbes nos pacientes
auxilia no diagnédstico da doencga, contribuindo com a escolha do tratamento mais
adequado, proporcionando melhor progndstico. Além disto, a identificacdo de
mutacbes permite a realizacdo de aconselhamento genético mais fidedigno as
familias, uma vez que estas doengas sédo heterogéneas, podendo ser causadas por
mutacdes em genes distintos, o que pode resultar em diferentes riscos de recorréncia.
Assim, este trabalho teve como enfoque analisar a distribuicdo da mutagdo mais
frequente do gene P3H1 em pacientes com Ol do estado do Espirito Santo (ES), no
Brasil. No futuro, esta informacao podera contribuir com o desenvolvimento de

estratégias de diagndstico molecular mais eficientes para a Ol na populagéo brasileira.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO DA DOENGA

Apesar de ser considerada uma doencga genética rara que atinge cerca de meio milhao
de pessoas, ha relatos da sua existéncia ha mais de trés mil anos. O primeiro caso
parece ter sido de um bebé do Egito e data de 1.000 antes de Cristo, concluséo obtida
apos estudos sobre os restos de uma mumia egipcia (LOWENSTEIN, 2009). Em
estudo realizado por Garstang (1907), encontrou-se em cranio parcialmente
reconstruido, deformidade “Tam O’Shanter” (Figura 1), € no mesmo estudo aliado a
exames radiograficos, foi possivel observar dentes com dentinogénese imperfeita e

ossos finos e pouco desenvolvidos (Figura 2).

Figura 1: Restos mortais de uma crianga com OIl. Aspectos anterior (A) e posterior (B) do

cranio parcialmente reconstruido.

Fonte: Modificado de GRAY, 1969; LOWENSTEIN, 2009.
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Figura 2: Mesma crianga apresentada na Figura 1. Observamos a esquerda (A) dentes com

dentinogénese imperfeita e, a direita (B), ossos finos e pouco desenvolvidos.

Fonte: Modificado de GRAY, 1969; LOWENSTEIN, 2009.

Os primeiros estudos sobre Ol foram feitos em 1788 por Olof Jakob Ekman, em uma
tese de doutorado para a universidade de Uppsala. Em 1833, o médico alemao Jean
Lobstein descreveu a Ol tipo | como “doenga de Lobstein” (ROBICHON; GERMAIN,
1968).

Foi apenas em 1849 que o anatomista alemao Willem Vrolik identificou a doenga pela
primeira vez em recém-nascidos, introduzindo o termo “osteogenesis imperfecta”, e
foi um dos primeiros a perceber que a Ol surge de uma “energia generativa” intrinseca

“insuficiente” e ndo como resultado de uma condigdo adquirida (BALJET, 2002).

Dez anos depois foi 0 médico inglés Edward Ormerod quem detectou a patologia em
uma mulher de 68 anos com apenas um metro de altura, que transmitiu a doenga aos
seus descendentes (ORMEROD, 1859). Pela notoriedade do caso, o seu esqueleto

encontra-se preservado no Colégio Real de Cirurgides de Londres.

Contudo, apenas em 1979, o médico australiano David Sillence classificou a doenga
em quatro categorias que ao longo dos anos vém recebendo as necessarias

adaptacoes.
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2.1.1 OSTEOGENESE IMPERFEITA (Ol)

A Ol, a “doenca dos ossos quebradicos”, apresenta um quadro clinico composto por
fraturas nos ossos longos e compressoes vertebrais, além de deformidades variaveis
dos ossos longos, costelas e coluna vertebral, e deficiéncia substancial do
crescimento (MARINI, 2011; MARINI et al., 2007a; PALOMO et al., 2015; SILLENCE;
SENN; DANKS, 1979).

O fendtipo do doente ¢é variavel, podendo apresentar uma ou mais caracteristicas da
osteoporose em idade adulta ou levando a letalidade em criangas causada por
complicagbes cardiorrespiratérias (LINDAHL et al., 2014). Mesmo adultos que
apresentam uma forma mais “leve” de Ol podem exibir significativos sintomas
musculoesqueléticos, como artrite, dores nas costas, fraturas, escoliose e ruptura de
tenddes. As deformidades esqueléticas sdo também frequentemente acompanhadas
por deformidades dos membros e da caixa toracica (pectus carinatum) e frouxidao
articular (ARPONEN; MAKITIE; WALTIMO-SIREN, 2014; MARINI et al., 2007a;
MCKIERNAN, 2005).

Embora envolva primariamente o tecido 6sseo, a Ol é uma desordem generalizada de
todo o tecido conjuntivo. As demais manifestagdes sistémicas podem incluir a perda
da audigao (devido a uma otoesclerose), anormalidades nos dentes conhecidas como
dentinogénese imperfeita, displasia dentinaria (dentes fracos e descoloridos), além de
ma oclusdo dental, descoloragdo da esclera (dando-lhe um aspecto azul-
acinzentado), hipercalciuria, hiperlaxia articular, dilatagdo da aorta e condigbes
neurolégicas como macrocefalia e invaginagdo basilar (ARPONEN; MAKITIE;
WALTIMO-SIREN, 2014; BIGGIN; MUNNS, 2014; LAMANNA et al., 2013; LINDAHL
et al., 2014; MONTI et al., 2010; TREJO; RAUCH, 2016). Outros achados oculares
associados a Ol podem incluir a baixa rigidez ocular e cérneas finas (KAISER-
KUPFER et al., 1981). Podem ainda ser observados o comprometimento da fungao
pulmonar, anormalidades da valva cardiaca, fraqueza muscular e laxidade ligamentar
(MARINI, 2011; MARINI et al., 2017).

Existe uma grande variabilidade na presenca e na gravidade das caracteristicas

herdadas pelos pacientes. Alguns pacientes apresentam deformidade esquelética
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consideravel com esclera normal, outros apresentam deformidade com esclera

descolorada, enquanto uma pequena propor¢ao dos casos morre no periodo neonatal.

2.1.2 CAUSAS E CLASSIFICAGAO

Sillence et al. (1979) propuseram um sistema de classificacdo para a Ol em quatro
tipos de gravidade baseados em achados clinicos e radiolégicos (Tabela 1 e Figura
3): tipo | (leve nao deformante), tipo Il (perinatal letal), tipo Il (gravemente deformante)

e tipo IV (moderadamente deformante).

Tabela 1: Classificagdo de SILLENCE et al. (1979).

Classificagao Niveis de gravidade Caracteristicas clinicas
observadas
Tipo | Leve Caracterizada por esclera azul-

acinzentada, estatura quase
normal e perda auditiva de
inicio tardio, sem

dentinogénese imperfeita

aparente.
Tipo Il Letal pré e pds-nascimento Forma perinatal e letal.
Tipo lll Grave Variedade de deformagéo
progressiva.
Tipo IV Moderada Caracterizada por esclera

branca, baixa estatura,
deformidade 6ssea e
dentinogénese imperfeita, é
mais grave que o Tipo | e
menos severa que os Tipos Il e
Il
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Figura 3: Heterogenidade clinica da Ol. Exame de absorciometria por dupla emissao de

raios-x (DXA) de corpo inteiro.

Fonte: Modificado de REEDER; ORWOLL, 2006.

A classificagao de Sillence et al. (1979) é amplamente utilizada na pratica clinica,
principalmente nos casos em que o0s aspectos genéticos ainda nado foram
investigados, quando os pacientes ainda n&o possuem diagnostico molecular
conclusivo. A identificacdo das mutacbes nos pacientes por meio de métodos de
diagndéstico molecular, fornece uma eficiente base para o aconselhamento genético,

contribuindo com a prevencao de novos casos da doenga na populagao.

Enquanto a maioria dos casos de Ol tém heranga AD ligada as mutagdes nos genes
codificadores do colageno tipo | (COL1A1 e COL1A2), mutagdes estas que alteram a
estrutura e quantidade da referente proteina resultando em um fenoétipo esquelético
que varia do subclinico ao letal (BARSH; BYERS, 1981; GAJKO-GALICKA, 2002;
MARINI et al., 2007a), a partir de 2006 foram descobertas a existéncia de novas

mutacbes em genes relacionados ao colageno, apresentando ainda diferentes
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padrées de heranga e sendo responsaveis pelo aparecimento de diversas formas de
Ol (KANG; MARINI, 2017).

A medida que novos genes causadores sdo descobertos, a classificagdo proposta
vem sendo ampliada, e alternativamente foi proposta a atual classificagdo genética
criada através de modificacbes de referéncias (Tabela 2) (FORLINO et al., 2011;
MARINI; REICH; SMITH, 2014; VALADARES et al., 2014).

Uma nova mutagdo no gene IFITM5, que codifica uma proteina transmembrana
osteoblastica especifica que pode estar relacionada a mineralizacdo 6ssea, foi
descrita em 2012 e esta relacionada ao aparecimento da Ol tipo V, uma forma
dominantemente herdada da Ol (CHO et al., 2012; MOFFATT et al., 2008; SEMLER
et al., 2012).

A maioria dos novos genes descobertos ligados ao aparecimento da Ol codificam
proteinas associadas as vias cruciais para os processos de desenvolvimento 6sseo
ainda nao conhecidas. E importante observar que a prépria via da 3-hidroxilagdo esta
conectada entre a mineralizacdo 6ssea e o desenvolvimento vascular e a protedlise
intramembranosa regulada, tendo esta sido estudada extensivamente devido ao seu
efeito no metabolismo do colesterol, processo que também afeta os ossos (FORLINO;
MARINI, 2016).

A descoberta destes novos genes causadores foi o determinante para a adaptagao do
sistema de classificagao da Ol. A nova classificacdo da doencga esta de acordo com o
fendtipo no paciente e com a localizacdo das mutacbes causadoras da doenca
(FORLINO et al., 2011; MARINI; BLISSETT, 2013).
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Tipo Heranga Gene Proteina Defeito Fenoétipo
| COL1A1/COL1A2 | Colageno a1 Quantitativo do Leve, ndo-
0] colageno deformante
| COL1A1/COL1A2 | Colageno a1 Estrutural do Letal perinatal
(a2 (1) colageno
lll | Autossémica | COL1A1/COL1A2 | Colageno a1 Estrutural do Progressivamente
Dominante (/o2 (1) colageno deformante
v COL1A1/COL1A2 | Colageno a1 Estrutural do Moderadamente
(/a2 (1) colageno deformante
\) IFITM5 BRIL Mineralizagao da Histologia distinta,
matriz moderada
Vi SERPINF1 PEDF Desconhecido Histologia distinta,
moderada a severa
Vil CRTAP CRTAP 3-hidroxilagédo da Severa a letal
prolina
VIl | AutossOGmica P3H1 P3H1 3-hidroxilagédo da Severa a letal
recessiva prolina
IX PPIB CypB 3-hidroxilagao da Moderada a letal
prolina
X SERPINH1 HSP47 Chaperona do Severa

colageno
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Xi FKBP10 FKBP65 Hidroxilagéo Progressivamente
telopeptidica deformante
(Sindrome de
Bruck)
Xl SP7 SP7/osterix Desenvolvimento Moderada
dos osteoblastos
Xl BMP1 BMP1/mTLD Processamento Severa, alta massa
do colageno Ossea
XIvV TMEM38B TRIC-B Defeito do canal Moderada a severa
catidnico
XV | Autossbmica WNT1 WNT1 Desconhecido Variavel
recessiva
XV | Autossbmica WNT1 WNT1 Desconhecido Osteoporose de
dominante inicio precoce
Outros
Autossbmica CREB3L1 Oasis Transcricao de Progressivamente
recessiva COL1A1 deformante
Ligada ao X PSL3 Plastina Defeito do Suave
osteocito
Autossémica PLOD2 Lisil- Hidroxilagéo do Progressivamente
recessiva hidroxilase 2 telopeptideo do deformante
colageno

Tabela 2: Classificagdo da Osteogénese Imperfeita referente ao gene mutado.

Fonte: Modificado de SHAKER et al. (2015).
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A maioria das mutagdes que causam Ol ocorrem no gene COL1A1, reduzindo a
quantidade de colageno tipo | produzido no organismo. As mutagdes associadas aos
casos de Ol tipos I, 11, 1l e IV (as formas classicas de Ol na Tabela 1) ocorrem tanto
no gene COL1A1 quanto no gene COL1A2, normalmente alterando a estrutura das
moléculas de colageno tipo | (BYERS, 2000). Os fatores que mais contribuem para o
seu desenvolvimento incluem o stress extracelular, rupturas das interacoes entre as
proteinas colagenas e nao-colagenas, comprometimento da MEC, anormalidades nas

interagdes célula-célula, célula-matriz e mineralizagéo dos tecidos (Figura 4).

As formas de Ol que possuem padrao de heranga recessivo, possuem fendtipos que
podem variar desde gravidade moderada a forma letal perinatal. Estes casos ocorrem,
em geral, devido a mutagdes em genes cujos produtos interagem com as fibras de
colageno tipo |I. A maioria destes casos tém relacdo com as mutagdes nulas que
resultam na auséncia de proteinas envolvidas no processo de modificagao pos-
traducional do colageno, a 3-hidroxilagao dos residuos de prolina (CRATP, P3H1 e
PPIB) (BALDRIDGE et al., 2008; BARNES et al., 2006, 2010; CABRAL et al., 2007;
MORELLO et al., 2006; VAN DIJK et al., 2009), ou na dobra helicoidal da molécula do
colageno (FKBP10 e SERPINH1) (ALANAY et al., 2010; CHRISTIANSEN et al., 2010).

!

Coldgeno
supermodificado
na MEC

RE stress, fungdo
imparcial \

Defeitos estruturais do Defeitos na 3-
Colageno Interagdes Hidroxilagdo

Célula-Célula Matriz
Célula-Matriz anormal

[ECSEERET Aumento de osteodlastos

Defeitos quantitativos Defeitos nas
do Coldgeno Chaperonas

1 Aumento de mineral 6sseo

Redugdo de DMOa
o 5 ¥ i |
Coldgeno reduzido na

MEC

Figura 4: Relagdo entre as formas Dominante e Recessiva de OIl. A coluna central lista
mecanismos que podem ser compartilhados por ambas as mutagdes. Fonte: Modificado de
FORLINO et al. (2011).
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2.2 COLAGENO

Correspondendo a cerca de 74 do peso total das proteinas celulares, o colageno forma
a maior parte do conteudo proteico do organismo dos mamiferos. Da mesma forma
gue as a-queratinas, o colageno evoluiu no sentido de fornecer resisténcia mecanica,
sendo encontrado principalmente em tecidos conjuntivos como a pele, tenddes,
cartilagens, na matriz organica de ossos, e outros conectivos que fornecem estrutura
e forgca ao corpo e na cornea dos olhos (MAASALU et al., 2015; NELSON; COX, 2014).

Este grupo proteico é classificado de acordo com suas caracteristicas estruturais e
funcionais. O colageno tipo |, secretado por osteoblastos, fibroblastos e tendcitos
(BARSH; BYERS, 1981; GAJKO-GALICKA, 2002; MARINI et al., 2007a), é um
heterodimero composto por duas cadeias a1 e uma cadeia a2 de poliprolina tipo I,
torcidas na forma de uma tripla hélice apresentando a cada trés residuos uma glicina
(Gli) compactada no centro da estrutura helicoidal tripla. A sequéncia de cada
colageno é caracterizada por estas repeticoes Gli-X-Y onde X e Y podem ser qualquer
aminoacido, mas na maioria das vezes estes sdo a prolina e a hidroxiprolina (Figura
5).

Propeptideo = Propeptideo
N-terminal Telopeptideo Tripla Hélice Telopeptideo  C_terminal

! all MLBR1 MLBR2 MLBR3
a L 80 s======= 200 691 e 873 §]( e 0G4 AA

Figura 5: Estrutura do Colageno. Fonte: Modificado de MARINI et al. (2017).

Esta unidade tripeptidica apresenta-se em cerca de 10% de toda a cadeia do colageno
e contribui conservando a estabilidade da estrutura helicoidal da molécula. As trés
cadeias individuais de colageno se torcem uma em volta da outra em um arranjo

super-helicoidal na forma de uma vareta rigida. Esta molécula € chamada de
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tropocolageno e suas trés fitas sdo unidas por pontes de hidrogénio (MANDER; LIU,
2010).
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Figura 6: Biossintese do colageno tipo | com os genes, enzimas e organelas envolvidas: (1)
traducdo e modificagbes poés-traducionais de pro a1 () e pro a2 (l); (2) interagbes com
chaperonas moleculares para prevenir a formagao prematura da tripla hélice; (3) formagao de
hélice tripla que compreende duas cadeias pro a1 e uma cadeia pro a2; (4) secregao de
procolageno, clivagem extracelular para colageno e reticulagao.

Fonte: Modificado de VAN DIJK; SILLENCE (2014).
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Apesar da estrutura relativamente simples da tripla hélice do colageno, a biossintese
do procolageno tipo | € extremamente complexa (Figura 6), e envolve multiplos
processos que exigem um conjunto proprio de proteinas responsaveis pelas
modificagdes pods-traducionais, dobramento, transporte, secre¢do e controle de
qualidade (ISHIKAWA; BACHINGER, 2013; MYLLYHARJU; KIVIRIKKO, 2004).

2.3 GENE P3H1 E SUA FUNGAO NO PROCESSAMENTO DO COLAGENO

Também conhecido como OI8, GROS1 e LEPRE1, o gene P3H1 esta localizado no
cromossomo 1p34.1 (Figura 7) e apresenta cerca de 16 exons. Este gene possui
expressao ubiqua na placenta (RPKM 18,9), testiculos (RPKM 10,8) e em 24 outros
tecidos. Foram descritas diferentes isoformas alternativamente processadas por trés
variantes transcritas. Outras variantes podem existir, mas a validade bioldgica sobre

a presenca destas isoformas ainda nao foi verificada (NCBI, 2018).

A relagéo entre a proteina P3H1 codificada pelo gene e a sintese das fibras de
colageno tipo | ocorre durante o processamento das moléculas de colageno. Os
transcritos dos genes COL1A71 e COL1A2 no nucleo da célula sdo posteriormente
traduzidos no reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Nesta organela, as cadeias a do
colageno tipo | por estes genes codificadas sofrem uma série de modificagdes pos-
traducionais. O colageno tipo | é sintetizado como procolageno, apresentando
sequéncias de propeptideos amino-terminais (N-terminal) e carboxi-terminais (C-
terminal) que sao proteoliticamente clivadas por proteases especificas, uma
desintegrina e uma metaloproteinase com motivos de trombospondina 2 (ADAMTS2)
e a proteina morfogenética 6ssea 1 (BMP1), respectivamente (COLIGE et al., 1997).
As prolinas helicoidais na posi¢ao Y da repeticdo Gli-X-Y da molécula de procolageno
sao hidroxiladas na posi¢cao C4 pela enzima prolil 4-hidroxilase 1 (P4H1) e as prolinas
especificas na posicao X sao hidroxiladas pelas enzimas P3H1 e prolil 3-hidroxilase 2
(P3H2) (MARINI et al., 2017).

A hidroxilagao dos residuos de prolina, assim como a hidroxilacdo dos residuos de
lisina, prossegue para a formagao da molécula de tripla hélice da extremidade C-

terminal para a extremidade do N-terminal. As proteinas que formam o complexo de
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3-hidroxilagcdo (P3H1/CRTAP/CypB), junto com a proteina FK506 (codificada pelo
gene FKB10) no RE, sédo responsaveis pela 3-hidroxilagdo de residuos especificos de
prolina (Figura 7) na posicao 986 (pro986) das cadeias a1 (l) e a1 (ll) do colageno e
na posicao 707 (pro707) da cadeia 02 (I) do colageno (FORLINO et al., 2011;
MORELLO et al., 2006; VRANKA; SAKAI; BACHINGER, 2004; WEIS et al., 2010). O
complexo proteico de 3-hidroxilagdo atua principalmente sobre a pro986 de a1 (l)
(MARINI et al., 2007b).

A 3-hidroxilagdo parece ser critica para o dobramento normal, montagem e secrecéo
das moléculas do colageno nos espagos ao redor das células (MEC) (CABRAL et al.,
2007; FORLINO et al., 2011; MORELLO et al., 2006; TRYGGVASON et al., 1979;
VRANKA; SAKAI; BACHINGER, 2004).
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Cromossomo 1p34.1 3p223 15q21-22
P3H1 CRTAP CyPB
796 aa 401 ma 216 aa
PaH LOH *
OH

"_\_-)(-‘ ‘.:-‘\'\ RN RO NK, \__:).__:;-

.

Figura 7: Representacdo esquematica do 3-hidroxilagdo da prolina do colageno.
Fonte: Modificado de MARINI et al. (2007b).

Além de sua funcao na sintese e montagem das fibrilas de colageno, este complexo
funciona como local de ligagédo para chaperonas ou pequenos proteoglicanos ricos em
leucina (HUDSON et al., 2012).

O complexo de 3-hidroxilagao atua como PPlase, sendo CypB uma peptidil-prolil cis-

trans isomerase para o colageno tipo | e como chaperona para o enrolamento do
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colageno, impedindo que as cadeias do colageno tipo | se tornem prematuras no RE
(ISHIKAWA et al., 2009; MORELLO et al., 2006; VRANKA; SAKAI; BACHINGER,
2004).

Estudos sugerem que a enzima P3H1 possui fungdes adicionais, podendo
desempenhar um papel nas interacdes entre certos tipos de células e a MEC que as
envolve, e pode também atuar como um supressor de tumor, impedindo o crescimento

e a divisdo desenfreada das células (KAUL et al., 2000).
2.3.1 MUTAGOES DO GENE P3H1

As proteinas produzidas a partir da atividade dos genes responsaveis pela formagéao
do complexo de 3-hidroxilagdo atuam em conjunto para o processamento do colageno
em sua forma madura, assim mutagdes em quaisquer destes genes interrompem o
dobramento normal, montagem e a secregao das moléculas do colageno, levando os
tecidos conjuntivos ao enfraquecimento, a graves anormalidades 6sseas e a
problemas de crescimento (HUDSON et al., 2012). De um modo geral, as mutacdes
que ocorrem em quaisquer destes genes caracterizam-se por afetar os processos de
modificagdo pods-traducional do colageno tipo | e a secregcéo ou mineralizagédo 6ssea,
resultando em formas de Ol severas e letais (DALGLEISH, 1998).

As mutagdes em P3H1 , descritas pela primeira vez por Cabral et al. (2007), estao
associadas ao aparecimento da Ol do tipo VIII (BALDRIDGE et al., 2008; MARINI et
al., 2007b; WILLAERT et al., 2009).

Estudos acerca das mutagbes no gene P3H17 indicam serem estas alteragdes
responsaveis por quase metade dos casos de individuos com Ol de heranca recessiva
(DALGLEISH, 1997, 1998, 2009).

De todas as mutagdes do gene ja descritas, pelo menos quatro foram identificadas em
pessoas com a forma de Ol classificada como tipo VIII. Estas mutagbdes impedem que
as células produzam P3H1 funcional, e, consequentemente, certas formas de
colageno nao séo modificadas pela 3-hidroxilacéo da prolina

(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/P3H1#conditions) (Figura 8).
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A auséncia do processo de 3-hidroxilagcdo leva a lentiddo no enrolamento e ao
dobramento incorreto das moléculas por um mecanismo indeterminado e a
modificagdo pods-translacional helicoidal excessiva do colageno tipo | (CHANG et al.,
2009). Bioguimicamente, modificagdes em excesso na regiao helidoidal do colageno
envolvem o comprimento total da hélice do colageno com efeito estrutural do colageno
na extremidade C-terminal da hélice (BARNES et al., 2006; CABRAL et al., 2007).

Além de fornecer a atividade enzimatica do complexo de 3-hidroxilagdo, o gene P3H1
contém a sequéncia de recuperagao Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL) ER na regido C-
terminal, essencial para a funcionalidade do gene. Um defeito nesta sequéncia é o
suficiente para o inicio da doenga (VRANKA; SAKAI; BACHINGER, 2004).
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Figura 8: Genes envolvidos na modificagdo pos-traducional do colageno tipo I. Os defeitos no
complexo de 3-hidroxilagdo (CypB/P3H1/CRTAP) causam o aparecimento da Ol, enquanto
as mutagdes em Lh2/Fkbp65 relacionam-se a Sindrome de Bruck (Osteogénese Imperfeita

associada a contraturas musculares).

Fonte: Modificado de LIM et al. (2017).

Fenotipicamente, os casos de Ol do tipo VIII, assim como os do tipo VI, séo letais ou
extremamente graves. Por outro lado, alguns casos apresentam caracteristicas

distintas de rizomelia (despropor¢ao do comprimento da parte proximal dos membros),
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esclera branca ou azul-acinzentada e circunferéncia da cabeca pequena a normal em
lactantes (BALDRIDGE et al., 2008; BARNES et al., 2006; CABRAL et al., 2007;
WARD et al., 2002; WILLAERT et al., 2009).

De acordo com Cabral et al. (2007), esta mutagéo resulta em multiplos transcritos
processados alternativamente, cada um contendo um cédon de terminagao prematura
(CTP). Sao conhecidas, atualmente, cerca de 17 mutagdes distintas, distribuidas em
todo o gene P3H1 (MARINI; CABRAL; BARNES, 2010). A mutacédo c.1080+1G>T esta
localizada no exon 5, aquele que apresenta a maior taxa de mutagdo segundo a
literatura, no referido gene. Esta mutagao apresenta frequéncia, aproximada, de 1/240

individuos na populagao afro-americana (CABRAL et al., 2009, 2012).

Apesar dos avancgos recentes, informagdes sobre o perfil de mutagdes para a maioria
dos genes associados a Ol recessiva sao escassas. A caracterizagao do padrao de
mutacdes e a descricdo de polimorfismos ndo patogénicos em genes relacionados a
Ol sdo cruciais para melhorar a precisédo do diagnodstico molecular e do

aconselhamento genético para as familias com Ol.
2.4 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA DOENCA

Informagdes valiosas sobre o fendétipo, a gravidade clinica e mesmo o diagndstico para
a maioria dos casos de Ol podem ser obtidos através de testes moleculares como a
analise da estrutura e da quantidade de colageno tipo | sintetizados in vitro por cultura
de fibroblastos dérmicos e ainda através da andlise das sequéncias de DNA
(FORLINO; MARINI, 2016; PEPIN; BYERS, 2015; VAN DIJK et al., 2012). Estudos
baseados em fibroblastos cultivados indicaram que as anormalidades no colageno tipo
| estdo presentes em 98% para os pacientes com Ol tipo Il, em 90% dos pacientes
com Ol tipo | e 84% dos pacientes com Ol dos tipos lll e IV (STEINER; ADSIT; BASEL,
2013).

Entretanto, o diagndstico para esta doenca € geralmente dependente da apresentacéo

clinica, isto &, essencialmente inspirado nas caracteristicas clinicas apresentadas
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pelos pacientes como esclera, historico familiar, e fraturas frequentes com pouca ou

nenhuma associagéo com a ocorréncia de traumas (BARDAI et al., 2016).

Podendo ser feito ainda no periodo neonatal, a partir da 172 semana de gestacao, a
realizacao de um diagndstico pré-natal conta com dispositivos como ultrassonografias
e ressonancia magnética, andlises de radiografias do abdbmen materno e
procedimentos invasivos para detec¢cao de anormalidades sugestivas de Ol como
baixa mineralizagao do cranio, encurtamento, curvatura e fraturas dos ossos longos.
A analise da sintese de procolageno em células do liquido amniético esta entre os
métodos disponiveis para estes procedimentos diagnésticos. O encaminhamento para
diagnéstico molecular ocorrera quando da presenga das caracteristicas clinicas
sugestivas da Ol (DE SOUZA et al., 2006; VAN DIJK et al., 2012).

O diagnéstico poés-natal é realizado por meio de radiografias caso haja suspeita de Ol.
O rastreio da doenca através de exames clinicos e radiograficos dos ossos longos e
do cranio, além da avaliacdo da denticdo, podem ser complementados com a
identificacao de sinais de disturbios generalizados do tecido conjunto, ainda que estes
sejam variaveis. Os testes genéticos serdo complementares aos exames clinicos e

radiologicos e confirmarao o diagnéstico de Ol (VAN DIJK et al., 2012).

O diagndstico de tipos especificos de Ol pode depender da quantidade de
informacgdes clinicas disponiveis e da idade do paciente. Dependendo da idade de
apresentagao dos sintomas referentes a Ol, pode ser dificil distingui-la de outras
doengas genéticas como a sindrome de Ehlers-Danlos tipo Arthrochalasia, a
dentinogénese imperfeita isolada, a esclerética azulada e a fragilidade da cérnea, a
hipofosfatasia, fraturas associadas a causas n&o-genéticas e a osteoporose juvenil
idiopatica. A utilizacdo de técnicas modernas de sequenciamento do exoma
associadas a Ol ou do genoma completo facilitam a obtencdo de um diagndstico
molecular (BARDAI et al., 2016; DE SOUZA et al., 2006; VAN DIJK et al., 2012).

Nao existe cura para a Ol. Seu tratamento se baseia, principalmente, em medidas
paliativas e no uso de medicamentos que reduzem a reabsor¢cao dssea visando a
reducao de fraturas. O manejo dos pacientes esta na dependéncia do tipo e da

gravidade das complica¢gdes, concentrando-se em trés elementos: prevencdo de
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fraturas, correcdo de deformidades dsseas e tratamento de outras complicagdes,
como a perda auditiva, problemas dentarios e respiratérios. O tratamento nao-
cirargico de fraturas em Ol é geralmente o preferido, embora nem sempre apropriado.
A escolha pelo tratamento cirdrgico ocorre na necessidade de tratar ou prevenir
fraturas e para a corregao das deformidades 6sseas. Quando da escolha da cirurgia,
as necessidades de procedimentos de revisdo pos-operatoria devem ser
consideradas (ROBERTS et al., 2016).

Com os recentes avancos no entendimento da estrutura e das propriedades
mecanicas dos o0ssos em criangcas com Ol, espera-se modelos melhorados de
elementos finitos (EF) que possam ajudar na prevencgao dos riscos de fraturas durante
atividades especificas e também no planejamento da fisioterapia (SHAKER et al.,
2015).

O emprego de Bisfosfonatos intravenosos tém sido extensivamente utilizados para o
tratamento da Ol nos casos de gravidade que variam de moderada a grave, durante
a infancia. Estudos mostram que, em criangas, o tratamento com Bisfosfonatos
aumentou a densitometria mineral 6ssea (DMQO) da coluna vertebral e melhorou a
altura vertebral (LINDAHL et al., 2014; PALOMO et al., 2015). De acordo com reviséo
sistematica feita por Rijks et al. (2015), este tratamento medicamentoso reduz a dor

ossea.

A terapia medicamentosa é utilizada com muito mais frequéncia no tratamento da Ol,
e, além da fisioterapia, em casos muito especificos pode haver a necessidade de

recorrer a cirurgia ortopédica (PALOMO et al., 2015).

Menos conhecido é o tratamento farmacoldgico em adultos com Ol. A terapia
metabdlica com Teriparatida (PTH1-34) foi estudada em adultos com a doencga. E
futuras terapias podem incluir anticorpos contra esclerostina, antagonismo do fator do
crescimento transformante beta (TGF[), terapia génica e terapias baseadas em
células (SHAKER et al., 2015).

A reabilitagdo é um componente crucial no tratamento dos pacientes, e quando
administrada no inicio do atendimento de criangas que apresentam o tipo grave da

anomalia, pode facilitar o vinculo com os pais, ensinando-os a lidar com um bebé
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fragil. Estas atividades reabilitadoras também visam a recuperacéo da funcéo e dos
procedimentos cirurgicos, assim como a maximizagao da for¢ga. Sendo benéficas na
infancia, na primeira infancia e no decorrer da infancia quando existirem atrasos
motores e fatores psicoldégicos, como o medo do movimento, impedindo o
desenvolvimento das habilidades motoras, apds leséo, fratura ou cirurgia (BIGGIN;
MUNNS, 2014; HARRIGNTON; SOCHETT; HOWARD, 2014; LAND et al., 2006;
MONTI et al., 2010).

Justifica-se a utilizacdo de ferramentas de analise molecular em doengas genéticas
com a definicdo de estratégias para o diagndstico precoce e preciso em pacientes
afetados, proporcionando detecgao de portadores, além da continuidade do
tratamento e planejamento terapéutico. Contribui ainda para a previsdo do prognéstico

e definicdo de melhores estratégias para cada caso.

Estas analises moleculares especificas tém grande importancia na escolha correta de
tratamentos e para o aconselhamento genético familiar, podendo também fornecer
aos pacientes e a seus familiares as informacgdes sobre o curso provavel do caso,

permitindo ainda que os médicos avaliem os efeitos das terapias.

Descrigao clinica cuidadosa em combinagdo com o conhecimento da causa genética
molecular especifica € o ponto de partida para o desenvolvimento e avaliacdo da

terapia em pacientes com doencas hereditarias, incluindo Ol.

Assim, este trabalho teve como objetivo fornecer dados moleculares referentes a
frequéncia da mutacédo ¢.1080+1G>T do gene P3H1 em pacientes com diagndstico
clinico de Ol com o intuito de contribuir futuramente com a analise de distribuicbes de

mutacdes em genes causadores de Ol na populagao brasileira.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia da mutacao c.1080+1G>T do gene P3H71 em pacientes com
diagnéstico clinico de Ol atendidos em hospitais de referéncia para o tratamento de
Ol do estado do ES, Brasil.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Sequenciar o exon 5 do gene P3H1 em pacientes com Ol;

e Avaliar a proporgao de pacientes com Ol portadores da mutagao ¢.1080+1G>T
do gene P3H1 atendidos no estado do ES.



40

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CASUISTICA

As amostras selecionadas para a realizagédo deste projeto foram coletadas no Hospital
Infantil Estadual Nossa Senhora da Gldria, em Vitéria/ES, ou no Hospital Estadual
Dério Silva, em Serra/ES, conhecidos centros em referéncia no tratamento de

pacientes com Ol no Brasil.

Foram selecionados 10 pacientes, ndo aparentados, diagnosticados clinicamente com
Ol. Com excecao de um paciente com histérico de adocido o qual nao foi possivel
definir a consanguinidade ou a presencga ou auséncia de mais de um membro familiar
afetado, nenhum dos demais pacientes reportaram grau de consanguinidade entre
seus pais, casos nao consanguineos. Cinco pacientes (5/10) citaram casos de Ol em
outros membros da familia, casos familiares, enquanto que quatro individuos (4/10)

eram casos isolados.

Estao presentes nas amostras cinco pacientes do sexo masculino e cinco pacientes

do sexo feminino. A mediana da idade dos pacientes é de 8,5 anos (Tabela 3).

Quanto a gravidade da doencga, 60% da amostra (6/10), foram diagnosticados com a
forma leve da doenga. 20% da amostra (2/10) apresentam um quadro clinico grave da
doenga. E ainda 20% da amostra (2/10) possuem um quadro clinico entre as variantes
leve e moderada da doenca. O paciente P.5, em especifico, apresentou

comprometimento visual e auditivo.

Os 10 pacientes da amostra apresentam quadro clinico compativel com Ol, contudo,
nao ha diagnostico molecular conclusivo para nenhum deles. Amostra de DNA destes
pacientes ainda nao foram completamente avaliadas para nenhum dos demais genes

relacionados com Ol, como o COL1A71, COL1A2, ou outros genes.

Este projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos da
UFES, registrado sob o numero de protocolo 66020016.8.0000.5060. Todos os
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pacientes ou 0s seus responsaveis legais assinaram o termo de consentimento livre

e esclarecido.

Tabela 3: Caracterizagao da amostra.

P. Sexo Idade Esclera Comp. D.l. Familial Gravidade
(anos) clinica
azulada Auditivo
e/ou
visual
P.1 M 2 Sim N3o Sim Nao moderado
p.2 F 0,16 Sim N3do Sim grave
P.3 M 5 Sim Nao Sim Sim leve
P.4 F 10 Sim Nao Nao Nao leve
P.5 F 10 Sim Sim Sim Sim leve
P.6 F 7 Sim Ndo Nao Nao moderado
P.7 M 15 Sim N3do Nao Ndo leve
P.8 F 43 Sim Sim Sim Sim leve
P.9 M 21 Sim Ndo Sim SD leve
P.10 M 4 Nao N3o Sim Nao grave

P.= Paciente, Comp.= comprometimento, D.l.= Dentinogénese Imperfeita, SD= sem dados.
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Figura 9: Heredogramas de todos os pacientes componentes das amostras (P.1, P.2, P.3, P.4,
P.5,P.6,P.7,P.8 e P.10).
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4.2 METODOS

A coleta das amostras biolégicas deste trabalho foi realizada em colaboragdo com a
equipe do Laboratério de Genética Humana e Molecular da UFES. As avaliagoes
clinicas dos pacientes foram realizadas em colaboracdo com as equipes médicas do
Hospital Infantil Estadual Nossa Senhora da Gléria, em Vitéria/ES, e do Hospital
Estadual Dério Silva, em Serra/ES. Os procedimentos experimentais foram realizados

em colaboragao com Rhana Evangelista Salazar e Maira Trancozo.

4.2.1 COLETA DE DADOS CLINICOS E DE MATERIAL BIOLOGICO

Em funcdo da Ol ser uma doenca rara, foram selecionados para este estudo os
pacientes com diagndstico clinico de Ol que procuraram atendimento nos hospitais
que atuam como centro de referéncia para o tratamento de Ol no ES durante os anos

de 2017 e 2018 e que ainda néo tinham estudo genético prévio.

Foram coletados 5mL de sangue e as amostras foram encaminhadas ao laboratério e
posteriormente foi realizada a extragdo do DNA de acordo com a metodologia de Miller

e colaboradores (1988) com as necessarias modificagoes.
PROTOCOLO:
1° Dia:

O sangue periférico coletado (5 mL) é transferido para um tubo Falcon (15 mL)

identificado.

Adicionada a solugao lise (NH,CI 1550 mM; KHCO3;100 mM; EDTA 10 mM Ph 7,4) até
13 mL. A solugdo é homogeneizada e colocou-se entéo o tubo Falcon em gelo durante
pelo menos 30 min. Centrifugada a solugdo por 16 min a 1800 rpm, foi em seguida
descartado o sobrenadante. O precipitado é lavado duas vezes em volume de 5 mL

de solugao de lise para a seguir ressuspender delicadamente o sobrenadante.

Apds centrifugar mais duas vezes durante 6 min a 1800 rpm, é descartando
novamente o sobrenadante. Apds ressuspender novamente o precipitado, é
adicionado 1,5 mL de Nucleolysis.
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E adicionado também 35 pL de Proteinase K e 200 uL de SDS 10%, e por fim seguiu-

se a etapa para homegeneizar e incubar os tubos em banho-maria overnight (37°C).
2° Dia:

Adicionou-se 0,5 mL de NaCl 6 M e agitou-se o tubo até adquirir aspecto leitoso.
Calibraram-se os tubos e estes foram centrifugados durante 20 min a 2500 rpm.
Transferidos foram entdo os sobrenadantes (DNA) para outro tubo Falcon limpo,

calibrados e centrifugados a 2500 rpm durante 15 min.
Pesagem do DNA:

E adicionado o contetido do Falcon em cerca de 10 mL de Etanol absoluto. Coberto
entdo com plastico, é vertido varias vezes delicadamente até que seja possivel

visualizar o DNA.

O DNA é coletado com capilar de vidro com a extremidade soldada. Lavado o mesmo
em alcool 70% (trés vezes), o DNA é colocado em outro microtubo limpo e é
adicionado 200-400 uL de TE* até o DNA dissolver. O capilar € descartado em seguida

e o0 microtubo lacrado.

O microtudo é levado ao banho-maria a 65°C durante 30 min (para eliminar

contaminac&o por DNAse) e armazenado na geladeira (4°C).

4.2.2 AMPLIFICAGAO DO EXON 5 DO GENE P3H1

Os primers referentes ao exon 5 do gene P3H1 utilizados no sequenciamento direto
pela metodologia de Sanger do referido gene tiveram por referéncia a sequéncia do
gene do NCBI (Quadro 1).

A amplificacdo do DNA extraido do material genético foi realizada através da técnica
da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), de acordo com as especificas

padronizagdes para o exon (Quadros 2 e 3).
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Quadro 1: Primers utilizados para a amplificagdo do exon 5 do gene P3H1.

EXON EXTENSAO DO PRIMER SEQUENCIA DO PRIMER (5’ 3’)
FRAGMENTO (PB)
5 297 Forward GGTCCCTGGTGCTAGGATTT
Reverse GCCTACTCCCCTCTGCTACC

Quadro 2: Padronizagao referente as etapas de amplificagédo do DNA.

ETAPAS DE AMPLIFICAGAO DO DNA

Desnaturagao Hibridizagao Extensao Ciclos
Inicial Final
Desnaturagao Anelamento Extensao
95°C/5 min 95°C/30 seg 66°C/20 seg 72°C/30 seg 72°C/7 min | 26
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Quadro 3: Reagentes presentes na reacdo de amplificagdo do DNA.

REAGENTES VOLUME | CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR Buffer 1,0 uL 1x
MgCl2 50mM 0,3 uL 1,5mM
dNTP 10mM 0,2 pL 0,2 mM
Primer Forward 10uM 0,4 uL 0,4 mM
Primer Reverse 10uM 0,4 uL 0,4 mM
Tag DNA Polimerase 5U/puL 6,6 pL 1U
DNA 20ng/puL 0,1 uL 1,6 ng/uL
H20 1,0 uL -

4.2.3 SEQUENCIAMENTO E ANALISE

Para esta analise, foram utilizadas cerca de 5 pyL das amostras devidamente
amplificadas misturadas em 2 L de corante e aplicadas em gel de poliacrilamida 6%,
constituido de 7,5 mL de acrilamida, 5 mL de TBE 10x, 325 uL de APS 10%, 35 uL de
TEMED e agua destilada para um volume final de 50 mL. As amostras foram corridas
por uma hora e 30 min a 240 Volts. Apos a corrida, as amostras receberam coloragéo

em prata.

O sequenciamento realizado apdés a confirmacdo da amplificacdo das referidas

amostras foi administrado a partir do seguinte protocolo de acordo com o fabricante:

Foi preparado 10 uL de produto de PCR e checado em gel se a reagao estava forte e

limpa (OBS: Devendo sobrar 5 pL de produto para a reagdo de sequenciamento).
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Misturado entédo 4 uL de produto de PCR com 1 pL de exosopro star diluida e 1 pyL de

fosfatase alcalina para em seguida ser levado ao termociclador na seguinte condigéo:
37°C por 15 min

80°C por 15 min

Apos isto o produto foi guardado a 4°C até a proxima etapa.

Em outro tubo foi misturado:

4 pL da amostra com Exosap

0,32 uL de primer

1,68 uL de agua

3,5 pL de Buffer (do Big Dye) » 5,86 pL
0,5 pL do Big Dye

Na necessidade de mais de uma amostra € recomendado preparar mix de

agua/buffer/big dye em volume equivalente ao numero de amostras.

No passo seguinte o produto é levado ao termociclador nas seguintes condicdes

estabelecidas:

96°C — 1 minuto

96°C — 10 segundos

50°C - 5 segundos 25X
60°C — 4 minutos

4°C «
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O proximo passo, a precipitacao, foi realizado em centrifuga a 4°C e seguindo o
protocolo para precipitacdo com Etanol/EDTA/Acetato de Sdédio, adaptado do

protocolo de Big Dye:

Ao conteudo da reagao de sequenciamento (10 uL) foi adicionado:
2 pL - Acetato de Sédio 3 M pH 5,2

2 uL - EDTA 125 mM pH 8,0

A solucao foi vortexada rapidamente e, apds receber a adicao de 50 yL de Etanol

100%, foi novamente vortexada.

O produto é incubado a temperatura ambiente por 15 min. Em seguida centrifugado
por 20 min a 14000 rpm, e cuidadosamente é aspirado o sobrenadante com uma

pipeta e depois descartado.
Adicionado ao pellet 250 uL de Etanol 70%, € vortexado como nos passos anteriores.

O proximo passo foi a centrifugagcdao por 10 min a 14000 rpm, para depois,
cuidadosamente, aspirar o sobrenadante com uma pipeta e descarta-lo. Estes dois

ultimos passos foram repetidos.

Apds secar as amostras em termociclador por 3 min a 80°C, o armazenamento foi

feito em geladeira e protegido da luz até o processamento.

As amostras foram, a seguir, encaminhadas ao servico de sequenciamento do
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo para finalizagdo do
sequenciamento. Os resultados gerados foram analisados com base no banco de
dados de mutag¢des: Human Collagen Mutation Database (DALGLEISH, 1997 e 1998),

disponivel online (http://www.le.ac.uk/ge/collagen). Todos os resultados obtidos foram

comparados com o resultado ilustrado na figura 10 obtido a partir do trabalho de


http://www.le.ac.uk/ge/collagen
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Barbirato et al. (2015) que apresenta o ponto da mutagcao em um paciente portador

desta mutacao c.1080+1G>T em homozigose.

Figura 10. Eletroferograma ilustrando o ponto da mutagao c.1080+1G>T no gene P3H1.

Fonte: Modificado de BARBIRATO et al. (2015)
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5 RESULTADOS

A mutagéo ¢.1080+1G>T no gene P3H1 foi investigada em 10 pacientes com Ol que
nao apresentavam resultados genéticos conclusivos para genes relacionados com Ol.
Esta mutacéo néo foi identificada em nenhuma das amostras estudadas. A figura 11

ilustra os resultados obtidos no presente trabalho dos pacientes analisados.

P.1

L 3
CCCCCBG TG AGG TGAGAGACTTCCTTCTG CCCCCB TG AG AGAGCT FTCCTTGT G
|‘ |I
y\fﬂ ll II
P.3 l P.4 N

e
KCCCCCGEGGG6GG6GGGG66 AGAAGACTTTC CTTCTG

L ﬁ'l.f"M”f'vv

».7 I

-
FEGCCCCCGTE AGGTGEAGBGAGBGACTTCCTTCT GTT

P.9 l P.10 l

GCCCCCGTGEAGGETE ABAGBACTTCCTTCT GTT cCcCCCGTE AG GTB AGAGACTTCCTTCT G

Figura 11. Eletroferogramas ilustrando o resultado normal da analise de 10 pacientes com
diagndstico clinico de Ol na investigagdo da mutagéo ¢.1080+1G>T no gene P3H1. A posicao

da seta representa o local onde ocorre a mutagéo.
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6 DISCUSSAO

A mutacao ¢.1080+1G>T do gene P3H1 nao foi encontrada em nenhum dos pacientes
diagnosticados com Ol que compuseram a amostra de pacientes atendidos em
hospitais do estado do ES durante os anos de 2017 e 2018. Entretanto, em
decorréncia da reduzida quantidade amostral desta doenga humana rara, ndo foi
possivel estimar a frequéncia desta alteracdo genética no grupo populacional
estudado. Seria necessario ampliar o numero amostral para estimar a distribuicao
desta mutagcdo em pacientes com Ol do ES. Contudo, como a literatura brasileira ainda
€ muito escassa de dados sobre a distribuicdo de mutagdes nos genes responsaveis
pelo aparecimento da Ol, os resultados desta pesquisa contribuirdo futuramente no
estabelecimento de estimativas de distribuicdo de mutagdes em pacientes com Ol da

populacio brasileira.

Estima-se que a mutagéo ¢.1080+1G>T possua uma prevaléncia de 0,4% em afro-
americanos do Meio-Atlantico, correspondendo a, aproximadamente, 1/260.000 casos
de nascidos com a Ol que possuem padrao de heranga AR. Este alelo tem origem em
Gana e Nigéria na Africa Ocidental com uma frequéncia de 1%-2%, chegando a 4%-
5% em individuos de grupos tribais. Sendo estimados que cerca de 74 dos recém-
nascidos afro-americanos portadores das formas letais perinatais sdo homozigotos
para esta alteragdo de sequéncia unica. Historicamente, acredita-se que os
portadores desta mutacao foram trazidos aos Estados Unidos ha 650 anos durante o
transporte transatlantico de escravos. Estima-se que cerca de 1,5% dos genes de

ganeses e nigerianos sao portadores desta mutacao (CABRAL et al., 2012).

A presenga de afrodescendentes no Brasil é significativa. Contudo, ha poucos
trabalhos que analisam as origens das migragdes africanas no Brasil. Em um estudo
realizado em individuos do estado de Sao Paulo, Amaral et al. (2015) estimam que
44 5% de pessoas afrodescendentes apresentam ancestralidade do Centro-Oeste da
Africa, localidade onde situam-se os paises de Gana e Nigéria, onde a mutacéo
c.1080+1G>T do gene P3H1 teve origem. No estudo de Amaral et al. (2015) os demais
afrodescendentes (43%) tinham origem da regido Oeste Africana, e o restante (12,3%)
da regido Sudeste Africana. Com base neste estudo, cerca de 2/5 dos

afrodescendentes brasileiros poderiam ter origem dos paises de Gana e Nigéria,
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apoiando a hipétese de maior frequéncia desta mutagdo de origem africana em

pacientes brasileiros com Ol.

Historicamente, no periodo Brasil-Col6nia, apesar da populagao do Espirito Santo
alcangasse reduzida expansdo demografica ao longo do século XIX, a populagédo de
escravos de origem afrodescendente no total de residentes alcangava significativa
expressao. Tal fato conferiria a sociedade capixaba uma marca distinta de presenca
afrodescendente, mesmo se comparada as economias vizinhas que hoje compdem
os estados da regidao Sudeste do pais (CAMPOS, 2011). Assim, a hipotese da
mutacao c.1080+1G>T ser relativamente prevalente em pacientes com Ol do estado

do ES é plausivel e deve ser investigada em um numero maior de pacientes com Ol.

Figura 12: A populagéo escrava na regido Sudeste do Brasil.
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Fonte: Modificado de CAMPOS (2011).

Quanto a gravidade e variabilidade clinica da Ol, Cabral et al. (2007) sugerem que
individuos portadores da mutagao ¢.1080+1G>T em homozigose desenvolvem Ol que
varia de grave a letal perinatal. No presente trabalho 4/10 dos pacientes da amostra
apresentavam fenotipos que variaram de moderado a grave e 6/10 de pacientes com

quadro clinico leve. No presente trabalho, nao houve coleta de amostras letais
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intrautero ou letais perinatais, pois a coleta de amostras se concentrou em buscas

ativas em hospitais, ndo havendo inclusdo de coletas em maternidades.

A inclusdo de pacientes com Ol de severidade leve e mesmo de gravidade moderada
foi realizada, pois, os casos de heterozigose composta envolvendo a mutagéo
c.1080+1G>T em um alelo e outro tipo de mutacdo em outro alelo, poderia resultar
em variagdes no fendtipo e na gravidade da doenga. Dadas as altas taxas de
miscigenagao da populagao brasileira sdo esperadas consideraveis ocorréncias de
mutagcdes em heterozigose composta em genes de heranga autossémica recessiva.
Contudo, no nosso estudo, nao foram identificados pacientes portadores da mutagao
c.1080+1G>T nem nos casos de grave a moderado, nem nos casos de severidade
leve. Além disto, esta mutagado nao foi identificada nem em homozigose, nem em

heterozigose nos pacientes da amostra.

Na Ol, assim como em varias doengas de etiologia mendelianas, dependendo da
populagdo estudada, as frequéncias das mutacbes podem mudar. Mutacdes
diferentes podem apresentar diferentes frequéncias nas diversas partes do mundo.
Um exemplo disso € o que acontece nas populacdes do Oriente Médio, especialmente
as arabes, que por razdes culturais, sdo altamente consanguineas. As taxas de
consanguinidade chegam a alcancgar de 20% a 50% em todos os casamentos arabes
de acordo com pesquisas baseadas nestas populagdes (TADMOURI et al., 2009). Na
Palestina estas taxas foram estimadas em até 40% (ASSAF; KHAWAJA, 2009;
SIRDAH, 2014; TADMOURI et al., 2009) e os disturbios associados as alteragbes

autossOmicas recessivas sdo comuns nestas populagoes.

Consequentemente, as formas de heranga autossdmicas recessivas de Ol sao
esperadas serem mais comuns em populagdes altamente consanguineas. Por outro
lado, as altas frequéncias de mutagdes autossdbmicas dominantes que estao ligadas
aos defeitos na estrutura ou quantidade do colageno tipo | séo registradas em
populagcdes nao-consanguineas como sustentam outros estudos acerca destas
observadas variagbes (BYERS; PYOTT, 2012; ROHRBACH; GIUNTA, 2012).
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Estudos internacionais de distribuicdo de mutacbes acerca da Ol, sugerem que
mutacdes nos genes CRTAP e P3H1 séo responsaveis por aproximadamente 10%
dos casos da doenca (ARVAI et al., 2016). Em bancos de dados internacionais, a
mutacdo ¢.1080+1G>T é a mais frequente do gene P3H1 associado ao aparecimento

da Ol recessiva do tipo VIII (http://www.le.ac.uk/ge/collagen).

Um estudo realizado no Canada por Bardai et al. (2016), envolvendo mais de 500
pacientes de mais de 400 familias e residentes de variadas regides geograficas,
encontrou mutagdes em genes herdados recessivamente em cerca de 12% dos
individuos com Ol de moderada a grave, com as mutagbes no gene P3H1T

correspondendo a cerca de 1% do total de todos os casos de Ol.

Embora ndo existam dados oficiais, estima-se no Brasil cerca de 12.000 individuos

portadores de Ol (www.aboi.org.br). A Ol ganhou maior visibilidade no pais quando

instituido o tratamento para esta doenga como uma politica de saude publica a partir
de 2001 (MOREIRA et al., 2011).

Entretanto, poucos séo os trabalhos investigativos da genética da Ol no pais, o que
dificulta uma definicdo do padrdo de mutagcées dos genes associados a doenga e
exemplifica a importancia desta pesquisa para ampliar nossos conhecimentos sobre

0 assunto.

Os resultados obtidos a partir dos poucos estudos que avaliaram mutagdes no gene
P3H1 em pacientes com Ol no Brasil (BARBIRATO et al., 2015; TRANCOZO et al.,
artigo aceito para publicagédo), sugerem que a mutacao c.1080+1G>T esta presente
em cerca de 3% dos casos de Ol do Brasil. Esta hipotese se baseou em um namero
amostral de 30 pacientes ndo consanguineos com diagnéstico clinico de Ol. Além do
presente estudo que analisou 10 pacientes, ndao ha outros trabalhos cientificos
brasileiros que avaliaram mutagées no gene P3H71. Assim, se contabilizarmos as
amostras dos dois trabalhos que avaliaram esta mutacdo, é possivel estimar a
frequéncia da mutacdo c¢.1080+1G>T em menos do que 2,5% das amostras de

pacientes brasileiros.


http://www.le.ac.uk/ge/collagen
http://www.aboi.org.br/

55

Contudo, sao necessarios mais estudos que analisem a frequéncia de mutagdes no
gene P3H1 em pacientes com Ol para que o numero amostral aumente e os dados

de distribuicdo de mutagdes seja mais fidedigno para a populagéo brasileira.

As doengas genéticas no Brasil sdo, por vezes, caracterizadas por apresentarem
padrées de mutacgdes e correlagdes gendtipo/fendtipo distintas do restante do mundo
(SALZANO, 2002). Considerando as ainda escassas publica¢des brasileiras sobre Ol,
o conhecimento sobre os dados clinico-epidemioldgicos da doenga ganha ainda mais
importancia. Assim, avaliar a distribuicido da mutacdo ¢.1080+1G>T em pacientes
brasileiros contribuira para uma melhor abordagem do diagndéstico molecular, do
aconselhamento genético, do tratamento e também das condi¢des sociais que pesam
sobre esta condicéo (LIMA; HOROVITZ, 2014).

Além disto, a caracterizagcdo de mutacdes € importante para o estabelecimento das
associacoes entre o tipo de mutagao e a sua manifestagao clinica. A localizagao de
uma mutacio no gene pode estar relacionada a gravidade de uma doencga, que ainda
nao estd bem esclarecida, o que poderia facilitar a compreensdo da grande
heterogeneidade observada na referida anomalia. A importancia de o paciente ter um
diagnéstico molecular preciso esta na possibilidade de identificar uma doenca e
buscar o tratamento mais adequado, vise a melhora da qualidade de vida, bem como,

auxiliar no aconselhamento genético do paciente e seus familiares.

O acesso a um diagnéstico exato é de grande relevancia em clinica médica porque,
além da sua contribuicdo no planejamento familiar e aconselhamento genético, pode
ter impacto no tratamento do paciente. Existem muitos casos onde pais saudaveis tém
uma crianga com Ol e pode ser necessaria investigagao para descobrir se a crianga
tem uma mutacdo de novo ou uma forma recessiva da doenga (STEINER; ADSIT;
BASEL, 2013).

Responder a estes questionamentos e evitar um pré-natal invasivo e desnecessario
traz a clinica uma resposta rapida, abrangente e precisa. Desenvolver técnicas para
ajudar nas estratégias para a obtencdo do diagndostico molecular contribui para a

conducao deste tratamento. Uma vez que uma mutacao causadora de Ol ndo pode
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ser identificada entre os genes estudados, é necessaria a realizacdo de uma analise
nos outros genes associados a doencga para ser definido um diagnéstico molecular

dos pacientes.

O tratamento de doengas genéticas pode ser desafiador. Existem doengas genéticas
que estdo sendo tratadas e para isto € necessario o conhecimento sobre a mutagao
primaria e o gene envolvido para pesquisas futuras planejarem novas estratégias de

tratamento.

Como exemplo da importancia de conhecimentos basicos de mutagao primaria no
desenvolvimento biotecnolégico podemos citar o caso da atrofia muscular espinhal
(AME), doenca causada por mutagdes no gene SNM1. A biotecnologia ofereceu novas
bases para o tratamento molecular da AME. Nesta doenca o gene mutado (SMN1),
que atua no desenvolvimento do neurénio motor, sofre, normalmente, uma delecao, o
que resulta na deficiéncia da proteina de sobrevivéncia do neurénio motor (SNM),

culminando em morte celular progressiva e degeneracao de fungbes motoras.

Embora seja uma doenca rara (1/11.000 nascimentos) (SUGARMAN et al., 2012), é a
mais comum de todas as doencas fatais de etiologia genética da infancia (SWOBODA
et al.,, 2005). O tratamento dos pacientes portadores da AME passa por avancos,
ampliando a expectativa de vida destes pacientes (OSKOUI et al., 2007). A terapia
génica usando um vetor do virus adeno-associado 9 (AAV9) é uma grande promessa
para o tratamento de criangas que apresentam a AME tipo 1, a forma mais grave da
doenca (MENDELL et al., 2017; RAO; KAPP; SCHROTH, 2018).

A estratégia SMN funcionou porque pesquisadores que planejaram o tratamento
molecular tinham conhecimento sobre os aspectos genéticos da mutacao primaria. O
conhecimento prévio sobre os aspectos moleculares da AME, incluindo a
caracterizacdo da mutacao primaria nos pacientes, possibilitaram o desenvolvimento
de estratégias biotecnolégicas de tratamento que tem contribuido com melhoras
clinicas significativas na qualidade de vida e sobrevida dos pacientes (RAO; KAPP;
SCHROTH, 2018).
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Na Ol ainda n&o ha estratégias de terapias génicas especificas, contudo, muitas séo
as promessas de desenvolvimento de tratamento utilizando como ferramenta o
sistema CRISPR/Cas9, um novo sistema de edicao do DNA. O aperfeicoamento deste
sistema tem como uma das finalidades editar o genoma de células-tronco in vitro
mutadas para corrigir a mutagao primaria e introduzir as células-tronco corrigidas no

organismo dos pacientes.

As ferramentas disponiveis e um constante aperfeigoamento em biologia molecular
podem suplementar o processo de diagnostico da Ol. A pesquisa acerca da Ol
continua e tem um grande potencial para traduzir uma nova compreensdo do
mecanismo em terapia clinica para individuos afetados. Novos genes descobertos e
estudos acerca dos mesmos criam uma nova abordagem para categorizar os tipos
desta doenca através de seus mecanismos metabodlicos conectados o que é
extremamente eficaz para uma compreensao e simplificagao do tratado atual desta

anomalia.
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7 CONCLUSOES

A Osteogénese Imperfeita € uma doenca de etiologia genética rara, de incidéncia
aproximada de 1: 15.000, causada por mutagdes em genes que atuam, em geral, na
sintese ou processamento do colageno tipo |. Entre as formas de Ol de heranga
autossdmica recessiva, a mutagao ¢.1080+1G>T do gene P3H1 &, em geral, uma das
mais comuns em varios paises do mundo. No presente trabalho, esta mutag¢ao nao foi
identificada em nenhum dos 10 pacientes estudados. Esta informacdo somada aos
dados de outros trabalhos brasileiros (BARBIRATO et al., 2015; TRANCOZO et al.,
artigo aceito para publicagédo) que avaliaram outros 30 pacientes com Ol sugerem que
a mutacao ¢.1080+1G>T do gene P3H1 é rara na populagao brasileira, perfazendo

menos do que 2,5% dos casos.

A deteccédo da mutacdo, com posterior confirmagao através das técnicas e métodos
disponiveis em biotecnologia contribuem para o aumento das informagbes sobre a
doenca, incentivando a compreensao de seus aspectos clinicos e genéticos para o
desenvolvimento de técnicas mais modernas para o diagnéstico molecular,

contribuindo para um mais eficiente e fidedigno acompanhamento genético.
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