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RESUMO

A Osteogénese Imperfeita (Ol) ou doenga dos ossos frageis € uma desordem
hereditaria dos tecidos conjuntivos que contém colageno em sua formagao. Mais de
15 genes relacionados com heranca recessiva tém sido relatados dos ultimos anos.
A maioria destes genes codificam proteinas responsaveis por modificagcdes pds
traducionais do colageno I. Com o objetivo de caracterizar o padrdao de mutagdes em
genes relacionados com a Ol de padrao de heranca autossémica recessiva no
Espirito Santo foram estudados por meio das técnicas de Next Generation
Sequencing (NGS) e Sequenciamento de Sanger os genes LEPRE1, CRTAP, PPIB,
SP7, SERPINF1, FKBP10 e WNT1 os quais apresentam maior frequéncia de
mutacdes descritas atualmente de 22 pacientes nao consanguineos que
apresentavam diagnéstico clinico compativel com a doenga atendidos no Hospital
Infantii Nossa Senhora da Gléria de Vitoria/ES. Foram encontradas alteracdes
potencialmente patogénicas nos genes LEPRE1 e FKBP10 em cinco pacientes. Dois
pacientes sao heterozigotos para mutagdes missense no gene LEPRE1 (c.1087 A>G
e ¢.2024 G>T). Os outros trés pacientes sdo portadores de mutagdes no gene
FKBP10, dois pacientes apresentam mutagcbes frameshift em homozigose
(c.825dupC e c.15dupC) e um pacientes é portador de duas mutagcdes em
heterozigose composta (c.A179C e ¢.1063+2T>C). A gravidade da doenga nestes
pacientes varia de moderado a grave. Os resultados deste trabalho sugerem que a
maioria das mutagdes que causam Ol de heranca recessiva em pacientes do ES
estdo localizadas nos genes LEPRE1 e FKBP10. Além disto, de acordo com os
resultados, mutacdes nos genes CRTAP, PPIB, SP7, SERPINF1 e WNT1 causando
Ol sdo raras na populacdo estudada. A caracterizacdo de mutagbes em genes
relacionados com OI em diferentes populagbes ajuda a melhorar nosso
conhecimento sobre o padrdo de variagbes genéticas em Ol e auxiliam no
planejamento de estratégias mais eficientes que viabilizem o diagnéstico molecular

da doencga e o aconselhamento genético junto as familias.

Palavras-chave: Osteogénese Imperfeita. Colageno I. Heranga autossémica

recessiva. Next Generation Sequencing. LEPRE1. FKBP10.



ABSTRACT

The Osteogenesis Imperfecta (Ol) or brittle bone disease is a hereditary disorder of
connective tissue that contains collagen in your training. More than 15 distinct genes
causing recessive forms have been reported in recent. Mainly related to genes
encoding proteins responsible for post-translational modification of collagen I. In
order to characterize the pattern of mutations in genes related to recessive pattern of
osteogenesis imperfecta we analyzed the genes LEPRE1, CRTAP, PPIB, SP7,
SERPINF1, FKBP10 and Wnt1 which exhibit higher mutation frequency of 22
patients presently described non-consanguineous through Next Generation
Sequencing and Sequencing Sanger of patients with clinical diagnosis of
osteogenesis imperfect from Espirito Santo assisted at Hospital Infantii Nossa
Senhora da Gloria de Vitoria/ES. Potentially pathogenic changes were found in
LEPRE1 e FKBP10 genes in five patients. Two patients carries missense mutations
in heterozygous states on LEPRE1 gene (c.1087 A>G e ¢.2024 G>T changes). The
other three patients carry mutations on FKBP10 gene. Two of them have frameshift
changes in homozygozity (c.825dupC e ¢.15dupC) and the last one carries two
mutations in compound heterozygozity (c.A179C e c¢.1063+2T>C). The clinical
aspects of the disease in these patients change the moderated to grave. The results
suggest that the majority of mutations that causing Ol with autosomal recessive
inheritance in patients from ES are localized on LEPRE1 e FKBP10 genes.
Moreover, according to the results, mutations on CRTAP, PPIB, SP7, SERPINF1 and
WNT1 genes are rare on studied population. The characterization of mutation on
genes that causing Ol on different populations can help to improve our knowledge
about the pattern of genetic changes in Ol. Furthermore these kinds of studies can
help in the design of strategies more efficient that be able the molecular diagnosis of

the disease and genetic counseling with families.

Key words: Osteogenesis Imperfecta. Collagen I. Inheritance autosomal recessive.
Next Generation Sequencing. LEPRE1. FKBP10.
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1- INTRODUGAO

A Osteogénese Imperfeita (Ol) ou doenga dos ossos frageis é uma desordem
hereditaria dos tecidos conjuntivos que contém colageno em sua formagdo. As
principais caracteristicas observadas nesta doenca sao: fraturas, fragilidade,
deformidade e baixa densidade Ossea, ampla heterogeneidade clinica e genética.
Os pacientes com Ol também podem apresentar baixa estatura, esclera azulada,
deficiéncia auditiva, dentinogénese Imperfeita, problemas respiratérios e cerebrais
devidas a mal formacédo dos ossos presentes na regido dos pulmdes e cranio. A
incidéncia pode variar entre os autores de 5 a 6/100.000 habitantes (MARINI, 2010;
SILLENCE et, 1979; VAN DIJK et al., 2010).

Originalmente a Osteogénese Imperfeita foi classificada como tipos de | a IV, através
de dados clinicos e radiolégicos por Sillence et al (1979). Essa classificagdo é
utilizada até hoje, porém ha uma tentativa de reclassificagdo utilizando-se critérios
histolégicos e genéticos para enquadrar os pacientes em novos tipos de Ol (VAN
DIJK et al., 2010).

O diagnéstico pode ser feito ainda na gravidez, dependendo do tipo de Ol, por meio
de exames de ultrassonografia trans-abdominal ou trans-vaginal, testes laboratoriais
e pelo histoérico familiar. Quando criangas os individuos afetados podem ser
identificados por avaliagéo clinica, exames de raios-X e genéticos (BYERS et al.,
2006).

O tratamento para a Osteogénese Imperfeita consiste na administragdo de
bisfosfonatos intravenosos, normalmente € administrada uma infusao intravenosa a
cada trés meses, 4 horas por dia, durante trés dias consecutivos, sendo muito
invasivo. Os bisfosfonatos inativam os osteoclastos inibindo a reabsorcdo Ossea.
Assim, com este tratamento ha aumento na densidade éssea, reducido no numero
de fraturas e de deformidades. Existe ainda o tratamento via oral, sendo um

tratamento menos invasivo e inconveniente para os pacientes (BASEL et al., 2009).

A forma classica de Ol é causada por mutagdes autossOmicas dominantes nos

genes COL1A1 ou COL1A2, que codificam as cadeias alfa-1 e alfa-2 do colageno
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tipo 1 (STEPHEN et al., 2014; MAASALU et al, 2015). Além desses dois, mutagédo no
gene IFITM5 também esta associada ao padrao de heranga autossémico dominante.
Este gene codifica uma proteina transmembrana altamente enriquecida em
osteoblastos durante a mineralizagado 6ssea. A mutagao mais frequente nesse gene
esta localizada na regiao 5 UTR que gera um codon alternativo de inicio fazendo
com que a proteina produzida apresente cinco adicionais aminoacidos na por¢ao N
terminal da proteina (FARBER et al., 2014; GUILLE'N-NAVARRO et al., 2014;
HOYER-KUHN et al., 2014; SEMLER et al., 2012; ).

Formas recessivas tém sido relatadas nos ultimos anos e estdo relacionas,
principalmente, a genes que codificam proteinas responsaveis por participarem de
processos como a transcricdo, transporte e modificagcdes pods-traducionais do
colageno tipo | tais como os genes LEPRE1, CRTAP, PPIB, FKBP10, SERPINF1,
SP7, WNT1 dentre outros (FORLINO et al., 2011). Atualmente foram relacionados
com a Osteogénese Imperfeita mais trés genes relacionados com padrédo de
heranca recessivo que também participam das modificagdes pods-traducionais do
colageno (P4HB, SEC24D, SPARC) (GARBES, 2015; MENDOZA-LONDONO, 2015;
RAUCH, 2015).

Devido a heterogeneidade clinica entre os pacientes, € dificil estabelecer um padrao
de caracteristicas relacionadas as mutagdes em cada um dos genes. ISso nos
mostra a importancia de novas pesquisas com genes ja relacionados a doenga para
tentarmos estabelecer uma caracterizagdo mais eficaz e um diagnostico molecular

focado em genes que causem caracteristicas fenotipicas tipicas.

O Hospital Infantil Nossa Senhora da Gloria (HINSG) DE Vitoria-ES é um dos
centros de referéncia do Espirito Santo no tratamento de Osteogénese Imperfeita.
Este atendimento cria uma demanda de pacientes com sintomas sugestivos de
Osteogénese Imperfeita que carecem de diagndéstico molecular. O presente trabalho
teve como enfoque a caracterizacdo de mutacbes em genes relacionados a
Osteogénese Imperfeita de pacientes com padrdao de heranga autossédmico

recessivo no Espirito Santo.

Estas informagbes poderdo auxiliar no desenvolvimento de estratégias de

diagndstico molecular da doenga. Esta pesquisa é de extrema importancia, pois
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contribui com estudos de progndstico da doenga envolvendo aspectos genéticos,
auxiliando na escolha do melhor tratamento para cada paciente. Além disto, o
desenvolvimento de estratégias moleculares para o diagndstico da Osteogénese
Imperfeita contribuira para fornecer um aconselhamento genético mais eficaz, uma
vez que esta doenga apresenta heterogeneidade genética e dependendo do gene

mutado e do padrao de herancga, o risco de recorréncia da doenga pode ser alterado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-HISTORICO DA DOENGA

O professor de Anatomia, Fisiologia, Histéria Natural e Cirurgia Teorica da
Athenaeum lllustre of Amsterdam Willem Vrolik foi um dos primeiros de sua época,
em 1849, a perceber que a maioria das displasias 6sseas nao era adquirida apos o
nascimento, mas poderia ser uma insuficiéncia na “energia generativa” durante
gravidez. Tal afirmativa foi corroborada quando estudando pegas anatémicas
encontrou comprometimento na ossificagdo primaria e ndo uma degeneragao
secundaria. Ele descreveu em seu livro, Patologias Anatdmicas, um recém-nascido
que morreu trés dias apdés o nascimento com inumeras fraturas (Figura 1), através
da analise de um exemplar doado a colecdo de seu pai, o também anatomista
Gerard Vrolik (BALJET et al., 2002).

Figura 1: Figura representativa do exemplar dissecado por Willem Vrolik (BALJET et al.,
2002)
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Através da dissecacdo do exemplar o professor descobriu que o recém-nascido
apresentava desenvolvimento esquelético deficiente, os ossos do cranio
apresentavam fraturas, irregularidades e unidos por aros arredondados, o rosto era
curto e estreito, os demais ossos apresentavam multiplas fraturas, em algumas
delas foram observadas formagdes de calos provenientes de uma prévia
regeneracgao intrauterina. Em um de seus desenhos da descrigao deste exemplar foi
utilizado o titulo em latim Osteogenesis Imperfecta, sendo o primeiro a introduzir o
termo na literatura (BALJET et al, 1984 e 2002).

Um ano ap6s o nascimento da crianca anterior, a mesma familia teve outra crianca a
qual também apresentava caracteristicas tipicas da doenga, Willem Vrolik a
descreveu e posteriormente em 1998 foi classificada como Ol tipo Il por (OOSTRA et
al., 1998 b).

Em 1969 Gray, descreveu o que seria o primeiro caso de Osteogénese Imperfeita a
partir de uma mumia egipcia datada da 212 dinastia a cerca de 1.000 anos antes de
Cristo encontrada pelo professor John Garstang (GARSTANG et al.,, 1907) a
margem do rio Nilo. Através da observagao do professor e de exames radioldgicos
notou-se que o exemplar apresentava dentinogénese imperfeita, ossos longos
deformados, os ossos dos membros inferiores eram arqueados (Figura 2) e o cortex
era composto de linhas onduladas e esponjosas, tipicas caracteristicas da doenga
(GRAY et al., 1969; LOWENSTEIN et al., 2009).

Figura 2: Radiografia do exemplar encontrado pelo professor John Garstang (GRAY, 1969)
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Esse achado nos mostra que a doenga nao € uma condi¢ao recente e que acometia
povos da antiguidade nos fornecendo assim um pouco da histéria e evolugéo da

doenca (Lowenstein et al., 2009).

2.2 - COLAGENO

A maior porgao proteica do organismo de mamiferos é formada de colageno, sendo
assim um quarto do peso de proteina total. Ele € agrupado em familias de acordo
com caracteristicas funcionais e estruturais. O colageno tipo | é a proteina mais
importante dos ossos, pele, tenddes, ligamentos, cornea e esclera, tecidos, vasos

sanguineos e 6rgaos ocos (MAASALU et al., 2015).

As principais causas da Osteogénese Imperfeita sdo defeitos quantitativos ou
qualitativos do colageno tipo I. Esta molécula & constituida de trés cadeias
polipeptidicas, pro-al e pro-a2 na propor¢ao 2:1, formando uma tripla hélice
apresentando a cada trés residuos uma glicina (Gli- X —Y). O padrao mais frequente
de aminoacidos do colageno tipo | € formado pela unidade tri peptidica Glicina-
Prolina-Hidroxiprolina. Essa sequéncia contribui para a estabilidade da estrutura
helicoidal da molécula e apresenta-se em 10% de toda a cadeia de colageno
(STEPHEN et al., 2014).

2.2.1 - SINTESE DAS CADEIAS DE COLAGENO TIPO 1

O colageno tipo 1 € a proteina mais abundante da matriz extracelular, encontrada
principalmente nos o0ssos e pele, sendo extremamente importante para a formagao
dos mesmos (CHOI et al., 2009). As cadeias de pro-colageno sao sintetizadas com
extensdes que vao das extremidades amino ao carboxi-terminal e passam por

diversos tipos de processamento até chegarem ao seu destino final (Figura 3).
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Figura 3: Esquema da sintese no colageno tipo | (FRATZL-ZELMAN et al., 2015)

2.3 - TIPOS DE Ol

2.3.1 - CLASSIFICAGCAO

Em 1979 Sillence e colaboradores observaram uma grande variabilidade clinica
entre seus pacientes e com isso propuseram em suas pesquisas uma classificacao

para a Osteogénese Imperfeita.

Esta classificagao foi feita por meio de dados clinicos e radiolégicos que permitiram
categorizar a doenga em quatro tipos que compreendem do mais leve até o inviavel
a vida. (TABELA 1)
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Tabela 1: Classificacao de Sillence e colaboradores (1979).

Niveis de gravidade

Classificagao . 2 .
das caracteristicas clinicas

Tipo | Leve

Tipo Il Letal pré e pés nascimento
Tipo 1l Grave

Tipo IV Moderada

Atualmente, com os achados de novos genes de herancga recessiva, foram feitas
reclassificacdes que se baseiam nos dados histologicos e genéticos. A classificagao
mais recente feita por FRATZL-ZELMAN et al. (2015) atribui a Ol os tipos até o XI,

sendo que alguns casos ainda continuam sem classificacdo (Tabela 2).

Tabela 1: Classificacdo dos tipos de Osteogénese Imperfeita de acordo com o gene mutado.

Tipo de Ol Gene Tipo de Proteina Efeitos sobre a
Formas Classicas de Ol
Anormalidades na
Tipos I, I, llle  COL1A7e  Autossbmico Pro-colageno 3?::#:3;20 primaria g:
v COL1A2 dominante  alfa1 e alfa2 ¢

quantidade de cadeias
de colageno tipo I.

Novas formas de Ol (classificados e nao classificados)

BRIL é uma pequena

Bone- .
o restricted proteina transmembrana
Tipo V IFITM5 Autos_somlco ifitm-like dos osteoblastos que
dominante rotein pode regular 0s
I()BRIL) primeiros passos de
mineralizagao.
Piament PEDF é produzida e
Autossémico e ig?elium SEEIEEE] por
VI SERPINF1 \ p osteoblastos, € um fator
recessivo derived factor . NP
(PEDF) anti-angiogénico
potente.
Vil CRTAP Autossémico
recessivo Cartilage-
associated Processamento da tripla
protein hélice do colageno tipo |

(CRTAP) intracelular:
defeito na 3-hidroxilacao.



VIl

Xl

Nao
Classificados

LEPRE1

PPIB

SERPINH1

FKBP10

PLOD2

BMP1

C-
propeptide
cleavage
site

SP7/0SX

Autossdmico
recessivo

Autossbmico
recessivo

Autossdmico
recessivo

Autossdmico
recessivo

Autossbmico
recessivo

Autossbmico
recessivo

Autossdmico

recessivo

Autossdmico
recessivo

Prolyl 3-
hydroxylase
(P3H1)

Peptidyl-prolyl

cis-trans
isomerase B
(PPIB)

Heat-shock
protein 47
(HSP47)

FKBPG65

Lysyl
hydroxylase 2
(LH2)

Bone
morphogenic
Protein
1(BMP1)

C-propeptide
cleavage site

SP7/Osterix
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Atividade de chaperona:
Juntamente com PPIB
liga-se e estabiliza a
molécula de pro-
colageno dobrada no
reticulo endoplasmatico.

Hidroxilagao
telopeptidica insuficiente
em atividade de
chaperona; retardo e
diminuigao da sintese do
colageno; ligacdes
cruzadas defeituosas do
colageno alterado.

Hidroxilagéo
telopeptidica alterada do

aminoacido lisina do
colageno. Critico para
Cross linking de

colageno na matriz.

Processamento de
colageno  extracelular:
clivagem do  C-pré-
peptideo de colageno
tipo I.

Processamento de
colageno  extracelular:
defeitos no sitio de
clivagem do C-
propeptideo.

Defeitos na maturagao
de osteoblastos.
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WNT interage com LRPS

Autossdmico na superficie das
WNT1 . WNT1 células. Diferentes
recessivo i
formas de fragilidade
Ossea.
Defeito no
processamento
TRIC-B colageno: afeta
Autossdmico (envolvidona regulacdo de calcio
TMEM38B . libertacédo de especifica de colageno,
recessivo
Ca2 + chaperonas e
intracelular) modificando
enzimas no reticulo
endoplasmatico.
Autossdmico Diminui a transcrigao de
SRS recessivo 2Rl COL1AT1.
Autossémico  “Ctin-binding
PLS3 protein plastin  N&o esta claro.

recessivo
3

Fonte: Modificadado de FRATZL-ZELMAN, 2015.

Diante desses dados percebe-se uma grande dificuldade de classificagcdo dos
pacientes diagnosticados. Nos casos em que o diagndstico genético nao é realizado
adota-se a classificagdo de Sillence e col. (1979). Ao serem realizadas as analises
moleculares os pacientes passam a ser categorizados de acordo com o gene no
qual apresenta alteragcao (FRATZL-ZELMAN, 2015).

2.4 - GENES COM PADRAO DE HERANGA RECESSIVO

Os primeiros genes recessivos identificados relacionados com osteogénese
imperfeita estdo envolvidos com modificagdes pods-traducionais da molécula de
colageno (figura 4). Atualmente existem genes descritos relacionados com
Osteogénese Imperfeita associados a heranga autossémica recessiva nas seguintes

vias do metabolismo ésseo:



25

- o complexo 3-hidroxilagao (CRTAP, LEPRE1 e PPIB);

- as chaperonas moleculares (SERPINH1 e FKBP10);

- o fator de transcrigao especifico de osteoblasto (SP7);

- o fator anti-angiogénico de matriz extracelular (SERPINF1);

- proteina transmembrana (TMEM38B);

- 0 C-peptidase colageno tipo | (BMP1);

- telopeptideo lisil hidroxilase (PLOD?2);

- proteina sinalizadora (WNTT) e

- transdutor do reticulo endoplasmatico (CREB3L1) (CAPARRO’'S-MARTIN et

al., 2013; MARTINEZ-GLEZ et al., 2012; SYMOENS et al., 2013).

Ao todo esses genes somam 513 mutagdes ja descritas no banco de dados de

osteogénese imperfeita (TABELA 3).

Tabela 2: Genes relacionados com a forma recessiva de osteogénese imperfeita e o
numero de mutacgdes

Genes associados ao padrao Numero de mutacdes ja
de heranca recessivo descritas
BMP1 23
CREB3L1 2
CRTAP 53
FKBP10 103
LEPRE1 160
P4HB 2
PLOD2 22
PLS3 7
PPIB 24
SERPINF1 52
SERPINH1 10
SEC24D 4
SP7 2
SPARC
TMEM38B 14
WNT1

Fonte: Banco de dados de mutacdes de Osteogénese Imperfeita (http://www.le.ac.uk/ge/collagen/ ).

Acessado em Dezembro de 2015.

2.4.1 - COMPLEXO 3-HIDROXILAGAO

O Complexo proli 3-hidroxilase (Figura 4) € composto pelas proteinas CRTAP, CyPB
e P3H1 codificadas respectivamente pelos genes CRTAP, PPIB e LEPRE1 na


http://www.le.ac.uk/ge/collagen/
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proporgao de 1:1:1. Ele é formado no reticulo endoplasmatico e hidroxila um residuo
de prolina na posigdo 986 (Pro986) das cadeias alfa-1 de pro-colageno dos
colagenos tipos | e Il (MARINI et al., 2007; MARINI et al., 2010; WILLAERT et al.,

2009).
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Figura 4: Esquema da produgao do coladgeno com os genes envolvidos nos processos de
sintese das cadeias e genes que sintetizam proteinas que auxiliam nas modificagcoes pés-
traducionais (VAN DIJK et al., 2014)

O gene LEPRE1 (Leucine-and Proline-Enriched Proteoglycan 1) localizado em

11p34.1 é composto por 15 exons e codifica a proteina prolil 3-hidroxilase 1 (P3H1).

No complexo a P3H1 tem atividade prolil 3-hidroxilase, ficando a cargo dela a fungao
de hidroxilar os residuos de prolina nos filamentos de pré-colageno alfa-1 do

heterotrimero. As mutagdes no gene LEPRE1 acarretam diminuigdo na transcrigao
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da proteina ou mesmo sua auséncia, afetando sua fungédo dentro do complexo P3H1
(CABRAL et al., 2007; WILLAET et al., 2009; CAPARRO’ S-MARTIN et al., 2013).

O gene CRTAP (Cartilage-Associated Protein) codifica a proteina CRTAP. Este gene

€ constituido de sete exons e esta localizado no cromossomo 3p22.3.

A CRTAP nao tem atividade enzimatica, mas parece estabilizar a P3H1, responsavel
pela hidroxilagdo da prolina. Mesmo com o0s niveis normais de transcricdo do
LEPRE1, P3H1 esta ausente ou reduzida em fibroblastos de pacientes com
mutacdes em CRTAP. CRTAP e P3H1 sao mutuamente protegidas no complexo,
quando ocorre uma mutagdo nula em um dos genes causando a supressao da
proteina, a outra esta ausente ou diminuida, desestabilizando assim o complexo
protéico (BEN AMOR et al., 2011; CHANG et al., 2009).

Pacientes que apresentam mutagdes em CRTAP demonstram ter pequenas
quantidades de colageno depositadas na matriz extracelular e desorganizagdo da
rede fibrilar, indicando assim que alteracbées no gene afetam a conformacgdo do
colageno e a matriz extracelular. A auséncia de CRTAP resulta também na perda da
funcao do complexo e modificagdes excessivas na tripla hélice de colageno devido a
nao hidroxilagdo dos residuos de lisina (FRATZL-ZELMAN et al., 2010; VALLI et al.,
2012).

A Ciclofilina B (CyPB) é codificada pelo gene Peptidil-prolil cis -trans isomerase
PPlase B (PPIB) localizado no cromossomo 15g22.31 e constituido por cinco exons
(BARNES et al., 2012).

A proteina pertence a familia das ciclofilinas, um subconjunto de imunofilinas que
pode ser inibida por ciclosporina A (CsA). Ela faz parte do complexo 3-hidroxilagao
sendo que ha evidéncias que o complexo tenha atividade de chaperona e de
PPlase, sendo essa ultima a cargo da CYPB (BARNES et al., 2010; BARNES et al.,
2012).

A proteina intracelular Ciclofilina B de 21 kDa, pertence a familia das ciclofilinas
(CYP). CYPs é uma familia de peptidil-prolil isomerases cis—trans (PPlases) que
catalisam a isomerizagao cis-tras de ligagcbes peptidicas. A fibra de pro-colageno |
possui cerca de 20% de residuos de prolina na sua constituicdo, assim, a

isomerizagao cis-trans feita pela CYPB é um fator importante na velocidade e na
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dobragem da hélice de colageno. (BARNES et al., 2012). (BARNES et al., 2010;
PYOTT et al., 2011; VAN DIJK et al., 2009).

Mutagbes no gene podem acarretar em diminuicdo de funcdo da proteina,
resultando em diminuicdo das isomerizacdes cis-trans e aumento de modificagdes
pos-traducionais do colageno |I. Como a Ciclofilina B também tem funcdo na
secrecao intracelular do colageno, alteragdes no gene também podem afetar a via
(BARNES et al., 2010; VAN DIJK et al., 2009).

2.4.2 - CHAPERONAS MOLECULARES

O gene SERPINH1 (serpin peptidase inhibitor clade H member 1) esta localizado no
cromossomo 11g13.5 sendo constituido por cinco exons, codifica Hsp47 (Heat-
Shock Protein 47), uma proteina da superfamilia de serpina inibidora de proteinases.
Tal proteina se encontra no reticulo plasmatico atuando como uma chaperona
molecular na biossintese do colageno (CHRISTIANSEN et al., 2010).

Alteracbes no gene em questao resulta na desestabilizagdo e perda de localizagao
da Hsp47. Ha evidéncias de que a Hsp47 juntamente com a FKBP65, codificada
pelo gene FKBP10 hajam em cooperagao durante a maturagao pos-traducional do
pré-colageno tipo | e por isso quando ha uma alteragdo no SERPINH1 as proteinas
nao interajam corretamente demonstrando que as duas chaperonas fazem parte de

uma mesma via celular relacionada com a doenca (DURAN et al., 2015).

O gene FKBP10 (FK506-Binding Protein 10) de 65 KDa é constituido de dez exons
e esta localizado no cromossomo 17g21.2. O gene codifica a proteina de ligacao
FKBP65 (CAPARRO’ S-MARTIN et al., 2013; SHAHEEN et al., 2010).

A FKBPG65 é uma proteina residente do reticulo endoplasmatico rugoso que faz parte
da subfamilia das imunofilinas que se ligam a FK506. A fungcédo da proteina FKBP65
de maior relevancia para o metabolismo adequado do colageno devido ao seu
dobramento correto € o de chaperona (figura 4), mas esta proteina também possui
funcao peptidyl-prolyl cis-trans isomeraze (PPlase) (ALANAY et al., 2010; BARNES
et al., 2012; KELLEY et al., 2011; SCHWARZE et al., 2013; SHAHEEN et al., 2011;
VENTURI et al., 2012; ZHOU et al., 2014).
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Alteragdes no gene podem causar auséncia da atividade da chaperona FKBP65 nas
células produzindo agregados de pro-colageno tipo | no RE e diminuicdo da
telopeptide lysine hidroxilagdo do colageno diminuindo a deposigdo do trimero na
matriz extracelular (BARNES et al., 2012; BARNES et al., 2013; CAPARRO’ S-
MARTIN et al., 2013; SETIJOWATI et al., 2012; SHAHEEN et al., 2011).

2.4.3 - FATOR DE TRASCRICAO

No cromossomo 12g13.13 esta localizado o gene SP7/Osterix (Transcription Factor
Sp7) com trés exons, que codifica um fator de transcricdo especifico de osteoblastos
que contém trés dominios de ligagdo de DNA na extremidade C terminal essencial
para a formacao 6ssea (LAPUNZINA et al., 2010).

A proteina OXS é formada por 431 aminoacidos e pertence a um subgrupo da
familia Kru “ppel-like, caracterizada por conter trés dominios invariaveis de ligagao
ao DNA, Zinc Finger Cys2-His2, em sua extremidade carboxi-teminal, com os trés
sitios de zinco que contribui para a especificidade da interagcdo DNA-proteina. Cada
zinc-finger reconhece uma sequéncia de trinucleotideos consecutivos sendo o
terceiro dominio o de maior atividade, no que diz respeito a afinidade ao DNA. Em
modelos feitos com ratos foi observada sua atuacado na regulacao da diferenciagao
de pré-osteoblastos a osteoblastos, sendo esse um processo essencial para a
formacao 6ssea (LAPUNZINA et al., 2010).

2.4.3 - FATOR ANTI-ANGIOGENICO

O gene SERPINF1 (serpin peptidase inhibitor, clade F, member 1) esta localizado no
cromossomo 17p13.3, é constituido de oito exons e codifica o Pigment Epithelium-
Derived Factor (PEDF), uma glicoproteina segregada da superfamilia das serpinas,
que é conhecido por inibir a angiogénese expressa em varios tecidos, incluindo

osteoblastos.

O PEDF é uma proteina multifuncional e um dos mais fortes inibidores da

angiogénese conhecidos atualmente em humanos. Ela € uma glicoproteina de 50
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kDa com 418 residuos de aminoacidos que, entre outras propriedades, apresenta
uma elevada afinidade pela matriz extracelular do colageno. Individuos que
apresentam mutacdo SERPINF1 apresentam sintese, modificagcdes pds-traducionais
e secregao normais do colageno tipo |. Acredita-se que o PEDF desempenha um
papel na homeostase 6ssea ao inibir a reabsor¢do d0ssea, uma vez que regula
positivamente a osteoprotegerina, um componente que inibe a maturagcdo de
osteoclastos (AL-JALLAD H et al.,, 2014; BECKER et al., 2011; CAPARRO" S-
MARTIN et al., 2013; CHO SY et al., 2013; GLORIEUX et al., 2002; HOMAN et al.,
2011; RAUCH et al., 2012; VENTURI et al., 2012).

2.4.4 - PROTEINA TRASMEMBRANA

O gene TMEM38B (Transmembrane Protein 38B) codifica a TRIC-B (Trimeric
Intracellular Cation Channel Type B), um canal monovalente envolvido no fluxo de
Ca2+ a partir de armazenamentos intracelulares e na diferenciacdo celular. O
TMEM38B possui seis exons e esta localizado no cromossomo 9q31.1-31.3
(RUBINATO E et al., 2014; SHAHEEN et al., 2012).

Alteracbes no gene podem acarretar em um cdédon de parada prematuro formando
uma proteina truncada com perda de cerca de um ter¢o dos dominios funcionais dos
canais de TRIC. Estas mudangas resultaram em alteragbes nos canais TRIC-B,
causando mal funcionamento no mesmo, comprometendo os nivel intracelulares de
Ca® e as vias de sinalizacdo em células Osseas. Por fatores histéricos, ha uma
ligacdo entre a populacdo da Arabia Saudita e Peninsula Arabica sugerindo um
efeito fundador em mutagbes associadas ao TMEM38B (SHAHEEN et al., 2012;
VOLODARSKY et al., 2013).

2.4.5 - C-PEPTIDASE COLAGENO TIPO |

A Proteina morfogenética 6ssea 1 (BMP1) pertence a familia das metaloproteases
que possuem dominios astacin-like protease e tem papel fundamental na rede de

transporte tras-Golgi para a matriz extracelular. Esta proteina atua particularmente
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na remogao proteolitica de pré-peptideos C dos precursores de pro-colageno das
fibrilas de colageno I, sendo de extrema importancia para a montagem dos

mondmero de colageno “maduros” em fibras (ASHARANI et al., 2012).

O processamento de pro-colageno | pro-peptideo C-terminal (PICP) é realizado pela
familia de proteina morfogenética 6ssea 1/ Tolloid-like de mamiferos, (BMP1/TLD-
like), que é composta de quatro subunidades proteicas codificadas por trés
diferentes loci. Bmp1 € sua maior isoforma, esta localizado em 8p21.3 e apresenta

20 exons.

BMP1/TLD-like é composto por um sinal peptidico, seguido por um inibidor da
protease do pro-dominio amino-terminal. Esta por¢cdao € removida por atividade
proteolitica através da pré-proteina subtilisina, gerando fibras “maduras” de colageno
(MARTINEZ-GLEZ et al., 2012).

Em pacientes com a alteragcdo em BMP1, as fibras maduras de colagenos nao séo
geradas, demonstrando a importancia do gene para o processo de formagao dssea
(ASHARANI et al., 2012).

2.4.6 - TELOPEPTIDEO LISIL HIDROXILASE

O gene PLOD2 (Procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2) € composto por
20 exons, esta localizado no locus 3924 e codifica a lisil -hidroxilase 2 (LH2), enzima
responsavel pela hidroxilacdo dos residuos de lisina do telopeptideo C terminal do
colageno tipo |. Estudos de expressao celular sugerem que a proteina codificada por
este gene participa da atividade osteoblastica (VAN DER SLOT et al., 2003).

PLODZ2 passa pelo processo de splicing alternativo resultando em duas isoformas
LH2a (curto) e LH2b (longo) tendo como diferencga a inclusdo de 63 pb no exon 13
no LH2b, gerando um exon extra. O gene PLOD?2 esta relacionado com a sindrome
de Bruck, doenga autossdmica recessiva que € caracterizada pela combinagao dos
sintomas caracteristicos de Osteogénese Imperfeita, associado a contraturas e
reducao da mobilidade. O fenoétipo para a sindrome de Bruck causada por mutagdes
nos genes FKPB10 e PLOD2 sugere que a FKBP65 (codificada pelo FKPB10) seja
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necessaria para a atividade da LH2 (DURAN et al., 2015; PUIG-HERVAS et al.,
2012; VAN DER SLOT et al., 2003).

A biossintese de moléculas de colageno envolve varias modificagdes intracelulares
pos -traducionais, seguido de excregdo e agregacgao extracelular das moléculas de
colageno em fibrilas, as quais sdo posteriormente estabilizadas por ligacoes
cruzadas (VAN DER SLOT et al., 2003).

Os telopeptideo hidroxilisinas sado os precursores de uma série de processos
bioquimicos, conhecidas como a rota hidroxiallisina, que estdao envolvidas com a
formacgao de ligacbes cruzadas intermoleculares lisilpiridinolina e
hidroxilisilpiridinolina dentro de fibrilas de colageno. As ligagdes cruzadas fornecem
propriedades de estabilidade e de tragao para fibrilas de colageno. Sendo um passo

fundamental na biossintese do mesmo (HA-VINH et al., 2004).

A lisina (Lis) € o principal residuo de aminoacido envolvidos em ligagdes cruzadas
de colageno. As lisil-hidroxilases sdo responsavel pela hidroxilagcido de residuos de
lisina dentro da sequéncia de tripla hélice e nas terminacbes amino e carboxi de

telopeptideos.

Os residuos de hidroxilisinas no telopeptideo sdo convertidas em aldeido
hidroxiallisina, que em seguida, reage com um residuo de Lis ou Hil na tripla hélice
formando ligagdes cruzadas di, tri ou tetra funcional. Estas ligagbes cruzadas
derivadas a partir de residuos de Hil ou Lis ou a partir de dois residuos de
hidroxilisina s&o encontrados numa variedade de tecidos conjuntivos, incluindo
0ssos e a cartilagem (VAN DER SLOT et al., 2003).

2.4.7 - PROTEINA SINALIZADORA

O gene WNT1 (wingless-type MMTV integration site family, member 1) esta
localizado no cromossomo 12913.12, possui quatro exons e codifica a proteina wnt1
(FAHIMINIYA et al., 2013).

A sinalizagdo de Wnt é essencial para o desenvolvimento 6sseo e a homeostase
celular, pois ao exercer sua funcéo a proteina induz a diferenciacéo de osteoblastos,

a formacgéao Ossea e regula a osteoclastogénese (LAINE et al., 2013).
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As proteinas Wnt tem em sua formagao 22 conjuntos de residuos de cisteinas que
formam pontes dissulfeto na estrutura quaternaria da proteina. Elas sao N-
glicosiladas e aciladas por adigao de acido palmitato e/ ou palmitoleico em um unico
residuo de serina para manter sua atividade quando estiver sendo transportada

intracelularmente no processo de secregao (FAHIMINIYA, 2013).

Whnt1 interage com duas proteinas transmembrana, o receptor frizzled (FZD) e o co-
receptor LRP5. A sinalizacido induzida por LRP5/WNT é necessaria para a indug¢ao
de fosfatase alcalina, um marcador para osteoblastos maduros, que coloca
LRP5/WNT juntos na via de diferenciacdo celular. Por meio dessas interacbes o
Wnt1 regula a via Wnt canonical promovendo a fosforilagdo de beta-catenina
fazendo com que a mesma acumule no citoplasma e posteriormente seja
transportada para o nucleo onde age como co-ativador dos fatores de transcricéo da
familia TCF/LEF. O gene SP7 relacionado com a diferenciacdo de osteoblastos e
formagao d6ssea e o gene ALPL relacionado com mineralizacdo 6ssea estdo entre os

alvos dessa sinalizagdo (PYOTT et al., 2013).

2.4.8 - PROTEINA TRASDUTORA

CREB3L1 (cAMP responsive element binding protein 3-like 1) localizado no
cromossomo 11g11 é constituido por 13 exons. Em murinos, 0 gene que apresenta
homologia com o de seres humanos codifica OASIS, um transdutor de reticulo
endoplasmatico que regula a expressao de pro-colageno tipo | durante a formacgao
O0ssea. Em roedores, OASIS mostrou ser essencial para a formagao 6ssea ativando
a transcricdo do gene COL7A1 e facilitando a secregdo de proteinas de matriz
(SYMOENS et al., 2013).

Em ratos a por¢cao N-terminal da OASIS é translocada para o nucleo onde se liga ao
osteoblasto UPRE sendo essa a regido reguladora do promotor do COL71AT1
causando altos niveis da expressédo do pro-colageno tipo I. A delegdo em
homozigose do gene acarreta em diminuigdo nas quantidades do mesmo, sugerindo

assim reducao de pro-colageno tipo | na matriz éssea.
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2.4.9 - PROTEINA MODELADORA

O gene prolil 4-hidroxilase, beta polipeptideo (P4HB) esta localizado no cromossomo
17925, apresenta 11 exons e codifica a proteina dissulfito isomerase (PDI). Esta
proteina pertence a uma familia proteica que auxilia na formagao correta de pontes
dissulfeto em cadeias polipeptidicas recém-formadas, sendo de extrema importancia
para a modelagem de estruturas proteicas. Durante a formagao do pro-colageno tipo

| ela age como chaperona evitando agregagao do mesmo (RAUCH et al., 2015).

A PDI também auxilia a subunidade alfa da prolil 4-hidroxilase (proteina que hidroxila
residuos de prolina ao longo das cadeia de pro-colageno |) e por essa razdo ela
também pode ser referida como a subunidade beta prolil 4-hidroxilase (RAUCH et
al., 2015).

A PDI é constituida por dois dominios ativos com atividade dissulfeto isomerase que
estdo localizados na porcdo C terminal da proteina, dois residuos de cisteina
(Cys397 e Cys400) sao pegas chaves em sua atividade. Através de programas de
modelagem proteica sugere-se que quando esses dois residuos sao alterados ha
uma interferéncia na fung¢ao dissulfeto isomerase no centro ativo da enzima. N&o se
sabe ao certo, mas acredita-se que a PDI alterada em pacientes com Ol afete-os por
varias vias diferentes visto que além das fungdes ja mencionadas o acumulo de PDI
no reticulo endoplasmatico possa ter um efeito toxico para as células (RAUCH et al.,
2015).

2.4.10 - PROTEINA EXPORTADORA

A proteina Sec24D é codificada pelo gene SEC24D composto por 23 exons que esta
localizado no cromossomo 4q26. Esta proteina tem a fungdo de transportar as
cadeias de pré-colageno tipo | do lumen do reticulo endoplasmatico (RE) para o
citoplasma. E no reticulo endoplasmatico, onde a tripla hélice é formada e
modificagdes pos-traducionais sao realizadas. Para que a estrutura helicoidal seja
exportada sdo necessaria enzimas e acompanhantes. Este transporte € realizado
através de vesiculas transportadoras que sdo geradas por um complexo proteico

chamado COPII, sendo que dentro desse complexo esta a Sec24D. Individuos com
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alteragdes no gene SEC24D apresentam problemas na exportagao do pro-colageno
e consequentemente ocorre o acumulo do mesmo no RE. Alteragdes no gene ainda
sao observadas em pequenos numeros e estdo restritas a uma populacdo no
sudoeste da Alemanha, demonstrando mais um caso de efeito fundador assim como
relatado no gene TMEM38B (GARBES, 2015).

2.4.11 - PROTEINA MODULADORA

O gene SPARC esta localizado no cromossomo 5q33.1 e compreende 10 exons. Ele
codifica a proteina Sparc que se liga ao colageno tipo | e outras proteinas no espaco
extracelular modulando a interagédo proteica na matriz extracelular. Além disso, ele
também pode se ligar intracelularmente a mesma molécula agindo como uma
chaperona. Um polimorfismo ja descrito na literatura na regido 3'UTR influencia no
acumulo de Sparc no osso e foi associada a problemas na formacédo 6ssea. Foi
observado que criancas com Ol apresente sintese reduzida de Sparc em
osteoblastos primarios. Arg166 e Glu263 sédo dois residuos importantes na proteina
moduladora, eles sao responsaveis por formar uma ponte salina intramolecular entre
o colageno tipo | e a Sparc. Esta ponte é essencial para a manutengdo das
estruturas fibrilares do colageno (MENDOZA-LONDONO,2015).

2.4.12 - PROTEINA DE MONTAGEM

O gene PLS3 é composto de 16 exons, esta localizado no cromossomo Xq23 e
codifica a proteina Plastina 3 que também pode ser chamada de T-plastina. Esta
proteina é expressa ubiquamente em tecidos sélidos e faz parte de uma familia
proteica que participa da montagem e desmontagem do citoesqueleto de actina. A
plastina 3, especificamente, interage com a actina globular ou filamentos. Sua
funcdo em tecidos Gsseos ainda n&o € bem conhecida e o fendtipo de individuos
com mutacdes em PLS3 ndo foi detalhado na literatura (FAHIMINIYA, 2014).

Atualmente foram descritos 16 genes de responsaveis por casos de Ol associados

com o padrao de herancga recessiva. Em alguns destes genes foram encontradas
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alteragbes em varias populagdes demonstrando uma ampla distribuigdo mundial. Em
outros genes as mutacdes foram descritas em populacdes restritas, devido a efeito
fundador. Em fungdo do grande numero de genes mutados que causam a
Osteogénese Imperfeita o estabelecimento do diagndstico molecular € de grande
dificuldade. Assim, sdo necessarias novas pesquisas que auxiliem na caracterizagcao
do padrdao de mutagcdes em genes relacionados com Ol de diferentes populagdes

inclusive na populagao brasileira.

3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral:
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Caracterizar o padrao de mutagdes em genes relacionados com a Osteogénese

Imperfeita de padréo de heranga autossdmica recessiva no Espirito Santo.

3.2 - Objetivos especificos:

e Realizar o sequenciamento direto por meio de todas as regides codificantes
do gene LEPRE1 do DNA de dois pacientes n&do consanguineos onde uma

mutagao previamente identificada;

e Caracterizar o padrao de mutag¢des nos genes PPIB, SP7, FKBP10,
SERPINH1, CRTAP, PPIB e LEPRE1 em pacientes com Ol do Espirito;

e Caracterizar o padrdo de mutagées no gene WNT1 em cinco pacientes com

Osteogénese Imperfeita do ES;
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4. METODOLOGIA

4.1 PACIENTES

As amostras selecionadas para esse trabalho foram provenientes de pacientes
atendidos no Hospital Infantil Estadual Nossa Senhora da Gléria, Vitéria/ES, centro
de referéncia em tratamento para Osteogénese Imperfeita, dentre as quais foram

selecionados os pacientes que apresentavam diagndstico clinico para a doenca.

A amostra € composta de 22 pacientes ndo consanguineos, sendo cinco casos
familiares (figura 5) e 16 casos isolados. Em um dos casos n&o obtivemos
informagdes sobre o heredograma do paciente. Estdo presentes na amostra 11
individuos do sexo masculino e 11 do sexo feminino, sendo a mediana da idade 15

anos (Tabela 4).

Aproximadamente 41% dos pacientes foram classificados como Osteogénese
Imperfeita Tipo | (forma leve da doenga), 36% como Tipo IV (moderada) e 23% séao

caracterizados como Tipo Il (Quadro clinico grave).

Este projeto foi aprovado pelo comité de ética do HINSG, Vitéria/ES (Protocolo de
numero 37/2005 e 60/2009). Todos os pacientes ou seus responsaveis legais

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.



Tabela 3: Informacdes referentes aos pacientes.

Pacfse”te Sexo* Idade Familial C'assg'caga
P.A M 17 anos Nao Tipo |
P.2 M 17 anos N&o Tipo IV
P.3 M 15 anos Nao Tipo |
P4 M 16 anos N&o Tipo IV
P.5 M 15 anos Nao Tipo llI
P.6 F 24 anos Sim Tipo 11l
P.7 F 10 anos Nao Tipo IV
P.8 M 12 anos N&o Tipo 11l
P.9 M 11 anos Sim Tipo |
P.10 F 11 anos N&o Tipo IV
P.11 F 11 anos Nao Tipo llI
P12 F 8 anos N&o Tipo IV
P.13 F 13 anos Nao Tipo IV
P.14 F 18 anos N&o Tipo |
P.15 F 9 anos Sim Tipo llI
P.16 F 13 anos N&o Tipo IV
P17 M 17anos Nao Tipo |
P.18 M 18 anos Sim Tipo |
P.19 M 8 anos Sim Tipo |
P.20 M 15 anos S Tipo |
P.21 F 7 anos Nao Tipo |
P.22 F 6 anos Nao Tipo IV

*F = feminino, M = masculino e SI = sem informacao.
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Figura 5: Heredograma de casos familiares. Observagao:

A= aborto
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4.2 METODOS

4.2.1 Extracao de DNA

Foi coletado sangue periférico de pacientes previamente diagnosticados clinica e
radiologicamente. Apds a coleta de 5ml de sangue as amostras foram encaminhadas
ao laboratério e posteriormente foi extraido o DNA de acordo com a metodologia de

Miller e colaboradores (1988) com as devidas modificagdes.
PROTOCOLO:
a) Passar o sangue para um tubo falcon de 15mL;

b) Completar o volume para 13mL com solugdo lise (NH4Cl 1550mM; KHCOs
100Mm; EDTA 10Mm Ph 7,4), homogeneizando em seguida;

c) Colocar os tubos no gelo durante 30 minutos;

d) Centrifugar a amostra por 16 minutos a 1800 rpm;

e) Desprezar o sobrenadante e lavar o precipitado em 5mL de solugéo de lise (2x);
f) Ressuspender o sobrenadante delicadamente, apds colocar a solugao de lise;
g) Centrifugar por 6 minutos a 1800rpm; Repetir essa etapa 2X;

h) Desprezar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 1,5mL de

Nucleolysis;

i) Adicionar 35uL de proteinase K pela parede do tubo e misturar;
j) Adicionar 200uL de SDS 10% pela parede do tubo;

k) Homogeneizar e incubar os tubos a 37°C por 24 horas.

I) Apds a incubacéo, adicionar 0,5mL de NaCl 6M e agitar o tubo vigorosamente até

ficar com aspecto leitoso;

m) Centrifugar por 20 minutos a 2500rpm;

n) Transferir o sobrenadante para tubo falcon limpo e identificado;
0) Centrifugar por 20 minutos a 2500rpm;

p) Transferir o sobrenadante para um tubo de vidro;
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g) Adicionar etanol absoluto no volume de 2X do sobrenadante, verter o tubo de

vidro vagarosamente;
r) Coletar o DNA com o capilar de vidro com a extremidade soldada
s) lavar o mesmo 3X no alcool 70%;

t) Colocar o DNA preso ao capilar em 200uL de TE-4 (10mM Tris-HCL Ph 8,0;
100uM EDTA pH 7,4) até o DNA dissolver. Depois, descartar o capilar;

u) Incubar a 65°C por 30 minutos, para eliminar contaminagao por DNAse;

v) Armazenar as amostras em geladeira a 4 graus Celsius.

4.2.2 Amplificagcao do DNA

4.2.2.1 Gene LEPRE1

Para o sequenciamento direto pela metodologia de sanger do gene LEPRE1 foram
utilizados primers, referentes aos 15 exons componentes do gene LEPRE1, usando
como referéncia a sequéncia do gene do NCBI (Quadro 1).

O DNA foi amplificado a partir do material genético extraido através da técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), seguindo padronizagdes especificas para
cada exon (Quadros 2 e 3). Essa etapa do trabalho foi feita em colaboragédo com as
pesquisadoras Clara Barbirato e Geise de Aguiar do Laboratério de Genética

Humana e Molecular do Departamento de Biologia da UFES.

Quadro 1: Primers utilizados para a amplificagdo das partes codificantes do gene LEPRE1.

EXO EXTENSAO DO PRIME SEQUENCIA DO PRIMER (5’
N FRAGMENTO (PB) R 3)
Forward  GGGCTGACTGAAAGGAAAAG
12 378 Revers  AGCGCAGGCGAAGGGCGC
Forward ~ GGTCCTGAGCATGGAACG
1 359 Re;er S CAACACTCCTCTCCCCAGAA

Forward CTCAGGGAGGCAGGGATT
2" 389 Revers
AGTCCGGGAATTTGAGGTTAC
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Forward CCCCTTTCCATCCATAACC
3* 390 Revers

8 GAGTCCCCATTTATATTATCA
Forward GGGGACTCTTCACCCTCATT

4 378
Re;er S AAGCCAAACACCTTGAGGAA
Forward GGTCCCTGGTGCTAGGATTT

5 207
Reger S GCCTACTCCCCTCTGCTACC
Forward CTGGGGAACAGACAGAGAGC

6 347 Revers

CTCAGCCTCCAGCAAGTTTT

e
Forward GGCAGCTAGAAGGGACTTAGA

7+ 239
Re;ers ATGCAGTTTCTTCAAGGTCCTC

Forward ~ AAGCACTTGAGGCTTCCTGA

8 394 ReVers  TCCACTGAACTTGCACCCTA
Forward  AAAATGACCTAGCGGGAGA
o* 359 Revers ~ GGAAGAGGAAGGCGAAGGCTA
10° 347 Forfvard GTGGTAGCCTTCGCCTTC
ReVers  AACATAACTCATCCTCGCTTCC
Forward  AGGTCCCTTCCACAACACAT
" 378 ROVers  ACATTGGTTCCCCAACTGAA
Forward  CATTGGGCATTCCGTAGACT
12 332 ROVers  CCAGTGTGTGTGTGCTAGGG
Forward  CACACAAAGCCACCCTCCT
13 300 Revers  CAAGGGTACCGCCCACTG
Forward  GGGAAGCCATACTGAAGAGC
1 388 Revers  GTGTCCCAAGTGCTCCTTTC
Forward CCTGGGAAGTAGCAGCTGAG
15A 384 Re;er S GCACCATGTAGAAGGCTGTG
Forward TGACTAGACCCATGGAGAGGA
158 348 Revers  AGACCTCTGGGACAGAATGG

*Primers descritos por BALDRIDGE e colaboradores (2008). Os demais primers foram desenhados
por (Barbirato, 2010).



Quadro 2: Padronizagao referente as etapas de amplificacdo do DNA

a4

ETAPAS DE AMPLIFICAGAO DO DNA

Exon Desnaturagdo Hibridizacao Extengdo ..., o
Inicial Final
Desnaturacdo Anelamento Extenc¢ao
1a 95°C/10min 95°C/45seg 53°C/30seg 72°C/45seg 72°C/10min 40
1b 95°C/10min 95°C/45seg 53°C/45seg 72°C/45seg 72°C/7min 35
2 95°C/5min 95°C/30seg 64°C/20seg 72°C/30seg 72°C/7min 27
3 95°C/5min 95°C/30seg 60°C/20seg 72°C/30seg 72°C/7min 35
4 95°C/5min 95°C/30seg  65°C/20seg 72°C/30seg 72°C/7min 30
5 95°C/5min 95°C/30seg 66°C/20seg 72°C/30seg 72°C/7min 26
6 95°C/5min 95°C/30seg 67°C/30seg 72°C/30seg 72°C/7min 35
7 95°C/5min 95°C/30seg 65°C/30seg 72°C/30seg 72°C/7min 30
8 95°C/5min 95°C/30seg  58°C/20seg 72°C/30seg 72°C/7min 30
9 95°C/5min 95°C/30seg  65°C/20seg 72°C/30seg 72°C/7min 36
10 95°C/5min 95°C/30seg 65°C/30seg 72°C/30seg 72°C/7min 35
11 95°C/5min 95°C/30seg 64°C/20seg 72°C/30seg 72°C/7min 28
12 95°C/5min 95°C/30seg 68°C/30seg 72°C/30seg 72°C/7min 35
13 95°C/5min 95°C/30seg 63°C/20seg 72°C/30seg 72°C/7min 30
14 95°C/5min 95°C/30seg 60°C/20seg 72°C/30seg 72°C/7min 30
15a 95°C/5min 95°C/30seg 60°C/20seg 72°C/30seg 72°C/7min 30
15b 95°C/5min 95°C/30seg 60°C/20seg 72°C/30seg 72°C/7min 30

Quadro 3: Reagentes presentes na reagao de amplificagdo do DNA

REAGENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL
10x PCR Buffer 1,0uL 1X
MgClz 50mM 0,3uL 1,5mM
dNTP 10mM 0,2uL 0,2mM
Primer Forward 10uM 0,4uL 0,4mM
Primer reverse 10uM 0,4uL 0,4mM
Tag DNA Polimerase 5U/uL 0,1uL 1U
DNA 20ng/uL 1,0uL 1,6ng/ uL
H20 6,6uL

4.2.2.2 Gene WNT1
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Foram desenhados os primers referentes aos quatro exons componentes do gene
WNT1, usando com referéncia a sequéncia do gene do NCBI (NCBI Reference
Sequence: NG_033141.1 ) (Quadro 4) na plataforma online Primer3web versao 4.0.0
(http://primer3.ut.ee/). O DNA dos pacientes analisados foi amplificado a partir do
material genético extraido por meio da técnica de Reagcdo em Cadeia da Polimerase

(PCR), seguindo padronizagdes especificas para cada exon (Quadro 5).

Quadro 4: Primers utilizados para a amplificacéo das sequéncias codificantes do gene

WNT1
EXO EXTENSAO DO PRIME  SEQUENCIA DO PRIMER
N FRAGMENTO (PB) R (53)
Forward CCATTGTCTGCGCCCCTAA
1 493 ROVers  GGCAGACGGATCCCAGAG
Forward TTCTCTCCAGCCACATACCC
2 4 ROVers  GGTTGATTGTGTGACCCTCC
Forward  TTCATGAGGGTGCTGGCC
3 43 Re;er S CCTTATCTCACCGACCGTCA
Forward CAGTGTCTGGGAGGGTGAC
4a 345 ReVers  TGTACGTGCAGAAGTTGGG
Forward  GAAGACCCGGCCCACAAA
40 355 ROVers  TGAGTGCTAGCGAGTCTGTT
Forward TGCACGAGTGTCTGTGAGG
4c 424 Revers CGGAGAAAA(A)\GCAGGACAA
Forward  GTGATIGTGOCTGCTCCATC
4d 344 Revers  ACACACTGATGAGGAGGCA
Forward GTCGTGGAGCCATIGAAGAG
4e 450 Re;ers AAAGGGGAGSATAGGGGAC

Quadro 5: Padronizagao referente as etapas de amplificagdo do DNA.

ETAPAS DE AMPLIFICAGAO DO DNA
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Exo

Desnaturagao

Hibridizacao

Extencao

. - - Ciclos

n Inicial Desnaturagdo Anelamento Extengdo Final

1 95°C/5min 95°C/30seg 65°C/30seg 72°C/30seg 72°C/10min 25

2 95°C/5min 95°C/30seg 65°C/30seg 72°C/30seg 72°C/10min 25

3 95°C/5min 95°C/30seg 63°C/30seg 72°C/30seg 72°C/10min 28
4a 95°C/5min 95°C/30seg 59°C/30seg 72°C/30seg 72°C/10min 28
4b 95°C/5min 95°C/30seg 59°C/30seg 72°C/30seg 72°C/10min 28
4c 95°C/5min 95°C/30seg 59°C/30seg 72°C/30seg 72°C/10min 28
4d 95°C/5min 95°C/30seg 63°C/30seg 72°C/30seg 72°C/10min 28
de 95°C/5min 95°C/30seg 63°C/30seg 72°C/30seg 72°C/10min 28

Para os genes CRTAP, PPIB, FKBP10, SP7, SERPINF1 ndo houve necessidade de

desenhar os primers, pois a técnica de NGS utilizada para estudo nao utiliza primers

tradicionalmente utilizados na reagao de PCR.

4.2.3 ELETROFORESE PARA VERIFICAR A AMPLIFICAGAO DO DNA

Cerca de 5uL amostras amplificadas misturadas com 2uL de corante foram

aplicadas em gel de poliacrilamida 6% no qual continha 7,5mL de acrilamida, 5SmL de
TBE 10x, 325uL de APS 10%, 35uL de TEMED e H20 destilada para volume final de

50mL; e corridas por uma hora e trinta minutos a 240 volts. Apds a corrida os géis

passaram por uma coloragdo em prata.

4.2.4 SEQUENCIAMENTO

Confirmada a amplificacdo das amostras as mesmas foram preparadas para serem

sequenciadas a partir do seguinte protocolo de acordo com o fabricante:

1- Para a purificacdo do produto de PCR foi feita uma reagédo em um tubo de 0,2 puL.:

4uL de produto de PCR

1uL de exopro star

1uL de fosfatase alcalina

Levar ao termociclador a amostra seguindo a seguinte condigao:
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37°C por 15 min
80°C por 15min
2 — Para a reacao de sequenciamento foi feita a reacdo em um novo tubo de ensaio:
4uL da amostra previamente purificada
0,32uL de primer
1,68uL de agua
3,5uL de buffer (do big dye)
0,5uL de big dye
3 — Levar ao termociclador
96°C - 1min
96°C - 10 seg
50°C - 5 seg 25X
60°C - 4 min
4°c *
4 — Protocolos para precipitacdo com etano/EDTA/acetato de sodio (adaptado do
protocolo do BigDye)
a) Ao conteudo da reagao de sequenciamento (10uL), adicionar:

2 UL — Acetato de sddio 3M pH 5,2
2 uL—-EDTA125mM pH 8,0

b) Vortexar rapidamente;

c) Adicionar 50 pL de etanol 100%;

d) Vortexar rapidamente;

e) Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos;

f) Centrifugar por 20 minutos a 14 000 rpm;

g) Cuidadosamente aspirar o sobrenadante com uma pipeta e descarta-lo;

h) Adicionar ao pellet 250 L de etanol 70%;
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i) Vortexar rapidamente;

j) Centrifugar por 10 minutos a 14 000 rpm;

I) Cuidadosamente aspirar o sobrenadante com um pipeta e descarta-lo;

m) Repetir os passosj e |;

n) Secar as amostras em termociclador por 3min a 80°C;

0) Armazenar em geladeira e protegido da luz até o processamento.

Apds o preparo as amostras foram enviadas para o Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo para serem sequenciadas. As analises foram feitas
baseando-se nas sequéncias referéncia de cada gene sequenciado, encontrada
online em Ensembl Genome Browser <http://www.ensembl.org/index.html> e as
alteragdes quando encontradas foram comparadas com o banco de dados online da

Osteogénese Imperfeita <http://www.le.ac.uk/ge/collagen>.

4.2.4 NEXT GENERATION SEQUENCING

Para o Next Generation Sequencing (NGS) foram utilizado 5uL de DNA a 100 ug/uL
dos pacientes. A plataforma de captura de genes utilizada continha 460 genes nos

quais estavam incluidos os genes de Osteogénese Imperfeita.

A partir do DNA dos pacientes foi feito o preparo das bibliotecas customizadas no
painel Nextera — lllumina. Ap6s a amplificacdo da biblioteca, a mesma foi validada
por meio de dois métodos utilizados para quantificar e verificar o tamanho da
biblioteca. Primeiro foi feito por Bioanalyzer com o Kit High Sensivity DNA kit e
posteriormente por Q-PCR com o kit KAPA Library Quantification Kit no equipamento

Real Time LighCycler da Roche, conforme recomendado pelo préprio fabricante.

Validadas as amostras o sequenciamento se deu através do equipamento MiSeq

lllumina com 600 ciclos (2x300) e cobertura média de 120X para as 22 amostras.

No que se refere a analise de dados, para encontrar SNPs e indels foi utilizado o
BWA para realizar o alinhamento das sequencias e para o realinhamento das

mesma utilizou-se o Picard e o GATK para gerar a lista de SNPs.
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Como controles foram utilizados dados genéticos de individuos fornecidos pelo

grupo colaborador da USP.

Apods a analise das amostras, quando encontradas alguma alteragdo que estava
predita como patogénica, tais amostras foram sequenciadas pela técnica de Sanger

servindo entdo como mais uma validacao do resultado.

Esta etapa do trabalho foi feita em colaboragdo do laboratério de Genética do
Desenvolvimento e 0 Genoma Humano da Universidade de Sdo Paulo com a técnica
Meire Aguena sob a supervisdo das professoras Maria Rita Passos-Bueno e Mayana
Zatz.

4.3 CONSIDERAGOES SOBRE A SELEGAO DAS AMOSTRAS

Estudos prévios identificaram uma mutagcao no gene LEPRE1 em dois pacientes nao
consanguineos que apresentavam Osteogénese Imperfeita, provavelmente, casos
de heterozigose composta. A segunda mutagcdo patogénica nao tinha sido
identificada. Assim, no presente trabalho, estes dois pacientes foram selecionados
para a realizagdo de sequenciamento direto de todo o gene LEPRE1 pela

metodologia de Sanger.

O total de 22 pacientes com diagnostico clinico de Ol foram selecionados para
avaliacado dos genes PPIB, SP7, FKBP10, SERPINH1, CRTAP, PPIB e LEPRE1 pelo
método de NGS.

A analise do gene WNTT1 foi realizada apés obtencao dos resultados de NGS que
identificaram mutagdes patogénicas em 17 dos 22 pacientes. Os casos nos quais as
mutagdes foram identificadas de forma conclusiva foram excluidos da andlise do
gene WNT1. Assim, foram estudados cinco pacientes (P.1, P.5, P.9, P.10 e P.15) para
o gene WNTT.
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5. RESULTADOS

5.1 SEQUENCIAMENTO DIRETO DO GENE LEPRE1

Nao foi encontrada nenhuma outra mutacéo no gene LEPRE1 neste dois pacientes.
A presente pesquisa confirmou a existéncia das duas mutagdes previamente

identificadas (figura 6).

Paciente P.5 Paciente P.15
N P <
T GCCINAGGAGT CC T GT GGTTYTC

c.1087 A>G (p.Lys363Glu) c.2024 G=>T (p. Trp675Leu)

Figura 6: Sequenciamento das alteragbes encontradas nos pacientes P.5 e P.15

5.2 NEXT GENERATION SEQUENCING

Para a analise dos dados foram utilizados parametros de filtragem na busca de
variantes com frequéncia menor ou igual a 0,01% na amostra controle com o

objetivo de encontrar alteracdes raras, potencialmente patogénicas.

Foram identificadas mutagbes nos genes COL7A1 e COL1A2 em 17 dos 22
pacientes da amostra. Estes pacientes foram posteriormente excluidos das analises
posteriores. Foram identificadas mutagdes patogénicas nos genes para Ol recessiva
em cinco dos 22 pacientes (Tabela 10). Nao foi identificado mutagcdo em nenhum dos

genes estudados no paciente P.1.
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5.2.1 - NGS DO GENE LEPRE1

As duas alteragbes mencionadas anteriormente foram mais uma vez encontradas,
porém nao foi observada mais nenhuma outra mutacdo na extensao codificante do

gene em questao.

5.2.2 - NGS DOS GENES CRTAP, PPIB, SERPINH1 e SP7

Na analise dos pacientes ndo foi encontrada nenhuma alteragdo potencialmente

patogénica em toda a extensdo dos genes nos pacientes P.1, P.5, P9 e P.15

No gene CRTAP foram observadas trés trocas de nucleotideos: C>T, C>T e A>C,
localizadas na regido 3’'UTR em heterozigose nos pacientes P.15, P.10 e P.13,
respectivamente. Observou-se no gene PPIB e a alteragdo sinbnima no exon 1
c.C63A (p.S215) no paciente P.15. No gene SERPINH1 a troca de bases G>A, foi
observada na regido 5’UTR do paciente P.5. Nao foi encontrada nenhuma alteragéo

genética no gene SP7.

5.2.3 - NGS DO GENE FKBP10

Na analise dos dados do gene FKBP10 foram encontradas quatro mutagbes. Duas
delas do tipo frameshift detectadas em homozigose, a duplicacdo c.825dupC
(p.L275fs), exon 5, identificada no paciente P.7 e a alteracdo c.15dupC (p.G5fs),
exon 1, detectada no paciente P.13. No paciente P.10 foram observadas duas
alteracdes distintas em heterozigose composta, a mutagdo missense c.A179C

(p.Q60P), exon 1, e a alteragao no sitio de splicing no intron 6 (figura 7).

Paciente P.7 Paciente P.13 Paciente P.10
B = - L e
CTCCCCCCCC GG GGCCCCCCCCAG CTOCC GAT AACT GG CAG GG
Sl LI winy.
AN I'
H'LE_._ e LAMALATN EL;“ ¢ Lk Y
c.831dupC{p.Gly2¥8Argfs) c.21dupC(p.Ser8Ginfs) c.A179C(p.QE0P) c. 1usa+2T:-C

Figure 7: Sequenciamento das alteragdes encontradas nos pacientes P.7, P.10 e P.13
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. ~ Exon/ Tipo Histérico Tipo de
Paciente  Gene Mutagao Estado Intron de Ol Familiar Mutagao
c.1087A>G . Exon ~ .
P.5 LEPRE1 (p.Lys363Glu) Heterozigose 6 1] Nao Missense
LEPRE c.2024G>T , Exon . )
P.15 1 (p.Tro675Leu) Heterozigose 14 1] Sim Missense
¢.831dupC . Exon ~ .
P.7 FKBP10 (Gly278Argfs) Homozigose 5 [ Nao frameshift
P10 FKBP10 c1063+2T>C Heterozigose ™" v Nao  JSllode
6 Splicing
c.A179C . Exon ~ .
P.10 FKBP10 (p.QB0P) Heterozigose y v Nao Missense
c.21dupC . Exon ~ ,
P.13 FKBP10 (Ser8GInfs) Homozigose y v Nao frameshift

5.3 SEQUENCIAMENTO DIRETO DO GENE WNT1

Foram sequenciados os quatro exons do referido gene em cinco pacientes que nao

apresentavam mutagdes previamente identificadas nos genes analisados. Nao foi

encontrada nenhuma alteracdo nas regides avaliadas. Contudo, o sequenciamento

da porcao dos exon 3 e 4a, foi inconclusivo em dois pacientes e sera repetido

posteriormente para fins de publicacdo dos resultados.
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6 — DISCUSSAO

A Osteogénese Imperfeita € uma doenga caracterizada por fraturas recorrentes que
apresenta ampla heterogeneidade genética. No presente trabalho foram analisados
os genes LEPRE1, CRTAP, PPIB, SP7, SERPINF1, FKBP10 e WNT1 de 22
pacientes nao consanguineos que apresentavam diagndstico clinico de
Osteogénese Imperfeita. Foram identificadas mutacbes em 20% da amostra (5/22).

As mutacgdes detectadas estavam localizadas nos genes LEPRE1 e FKBP10.

Foram confirmadas as mutagcdées missense ¢.1087 a>g (p.lys363glu) e c.2024 g>t (p.
trp675leu) em heterozigose no gene LEPRE1 em dois casos (P.5 e P.15). Estes
pacientes apresentam Ol tipo Il (forma grave), com caracteristicas clinicas
diversificadas como multiplas fraturas ao logo da vida, deformidade Ossea e
deambulagdo comprometida. De acordo com a literatura mutagdes neste gene estao
relacionadas com casos graves ou letais de Osteogénese Imperfeita (WILLAET et
al., 2009; Wayne et al., 2007; WEIZHONG et al., 2009; MARINI et al., 2009).
Enquanto o paciente P.5 € um caso isolado, o paciente P.15 possui outros familiares
portadores da doencga. Os pais de P.15 ndo séo afetados, contudo, dois dos seus
trés irmaos apresentam sintomas de Osteogénese Imperfeita. Os pais de P.15
relataram um caso de aborto. De acordo com a classificacdo atual, individuos
portadores de mutagbes no gene LEPRE1 sao classificados como Ol tipo VIII e
apresentam sintomas graves ou letais de Ol (FRATZL-ZELMAN et al., 2015).

Como o gene LEPRE1 esta relacionado com padrao de heranga autossémico
recessivo em Ol, é preciso que existam duas muta¢des ao logo de sua sequéncia.
Foram identificadas apenas uma das mutacdes nas amostras de DNA dos pacientes
P.5 e P.15, possivelmente um caso de heterozigose composta. No presente trabalho
foi realizado sequenciamento direto (metodologia de Sanger) de todas as porg¢des
codificantes do gene. Também foi realizado sequenciamento por NGS, método que
fornece sequenciamento com relevante cobertura da porgdo codificante do gene.
Contudo, mesmo apds todos estes esforgos ndo foi encontrada nenhuma outra

alteracado do gene LEPRE1 nos dois pacientes.
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Os resultados de sequenciamento obtidos nesta pesquisa sugerem que a técnica de
triagem de mutagdes por SSCP apresentou sensibilidade para o gene estudado.
Assim, a escolha da metodologia de SSCP para estudo do gene LEPRE1 possui

confiabilidade para analise de mutagoes.

A segunda alteracdo genética destes pacientes, ainda nao identificada, pode estar
localizada em regides que englobam variagdo no numero de copias (Copy Number
Variant-CNV) as quais ndo sdo detectadas pelas técnicas utilizadas neste trabalho.
Outra hipotese que explicaria o fato de ndo termos detectado a segunda mutagao
destes pacientes se baseia na localizagdo da mutacdo. A segunda mutacdo pode
estar localizada em por¢des nao codificantes do gene estudado, como regides
reguladoras intrénicas ou regides promotoras do gene. Estas regides nao foram

analisadas na pesquisa em questao.

Nao detectamos mutagdes patogénicas nestes dois pacientes para os genes
CRTAP, PPIB, SP7, SERPINH1, FKBP10, por NGS e no gene WNT1 apds analise
do sequenciamento de Sanger. Assim, existe relevante possibilidade destas
mutagdes no gene LEPRE1 serem patogénicas e a segunda mutagao nao ter sido
detectada nos estudos realizados. Contudo, como a segunda mutagdo nao foi
identificada nos dois casos, ndo podemos excluir a possibilidade destas alteracbes
serem variantes genéticas raras nao patogénicas, casos de dominancia para o gene
LEPRET1.

Foram identificadas mutagdes no gene FKBP10 em trés pacientes néao
consanguineos da amostra. Os pacientes P.7 e P.13 sao portadores em homozigose
de duplicagbes distintas no gene FKBP10: ¢.831dupC (exon 5) e ¢.21dupC (exon 1),
respectivamente. Estas alteracodes estao descritas na literatura

(http://www.le.ac.uk/ge/collagen).

Foram identificadas duas mutagbes em heterozigose composta no gene FKBP10 no
paciente P.10, a mutacdo missense c.A179C (exon 1) e a mutagdo de sitio de
splicing ¢.1063+2T>C (intron 6). Nenhuma das duas altera¢gdes foram previamente

descritas na literatura (http://www.le.ac.uk/ge/collagen).

Os pacientes P.7, P.10 E P.13 apresentam sintomas de Ol com gravidade moderada.

Mutagdes no gene FKBP10 foram descritos em pacientes com Quadro clinico leve


http://www.le.ac.uk/ge/collagen
http://www.le.ac.uk/ge/collagen
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com progressivo agravamento da doenca (ALANAY et al.,, 2010; BARNES et al.,
2012; STEINLEIN et al., 2011; VENTURI et al., 2012). Neste trabalho os pacientes
portadores de mutagdes em FKBP10 apresentam caracteristicas de gravidade
moderada, como deformidade dssea, deambulacido comprometida e numero variado
de fraturas apds o nascimento, como nos pacientes descritos na literatura (VENTURI
et al., 2012).

De acordo com a classificagdo atual, que se baseia no gene mutado, pacientes
portadores de mutagdes no gene FKBP10 sao classificados como Ol tipo Xl e
apresentam deformidades de moderada a graves (BARNES et al., 2012). Além disto,
os pacientes deste tipo de Ol podem apresentar contraturas congénitas,
caracteristica também observadas na Sindrome de Bruck, doenga que possui

caracteristicas semelhantes as da Ol.

Nao foram identificadas mutagcbes patogénicas nos genes PPIB, CRTAP,
SERPINH1, SP7 e WNTT1.

Com base nos resultados encontrados, podemos destacar que os genes com maior
probabilidade de identificarmos altera¢gdes na populagdo estudada sdo o0s genes
LEPRE1 e FKBP10 e que mutacdes nos genes PPIB, CRTAP, SERPINH1, SP7 e
WNT1 séao raras e ndo contribuem com as formas dominantes e recessivas na

populacéo do Espirito Santo.

A caracterizagdo do padrédo de mutagdes dos genes associados com Osteogénese
Imperfeita em populagdes distintas pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias
de diagndstico molecular da doencga, contribuindo para melhorar o aconselhamento

genético das familias e prevenir novos casos na populagao.
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7 — CONCLUSAO

A anadlise de sete genes (LEPRE1, FKBP10, PPIB, CRTAP, SP7, SERPINH1 e
WNTT) associados a possivel heranca autossémica recessiva de pacientes com Ol
do Espirito Santo identificou mutagbes em 15% (5/22) da amostra. Mutagbes no
gene LEPRE1 foram observadas em dois pacientes e no gene FKBP10 foram
observadas mutacbes em trés pacientes da amostra. Nao foram identificadas
mutacdes patogénicas nos genes PPIB, CRTAP, SP7, SERPINF1 e WNT1. Os
resultados desta pesquisa sugerem que a maioria das variantes genéticas
patogénicas encontradas em pacientes com Ol de padrdao autossémico recessivo do
ES estdo localizadas nos genes LEPRE1 e FKBP10. A caracterizagdo do padrao de
mutacdes em genes relacionados com Ol em populagdes distintas podem melhorar
nossos conhecimentos sobre a distribuigdo de mutagbes em Ol e auxiliar no

desenvolvimento de estratégias moleculares para o diagndstico genético da doenca.
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