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RESUMO

Introducéo: A osteogénese imperfeita € uma condigdo genética rara caracterizada
principalmente pela fragilidade 0ssea. A maioria dos casos é causada por alteragéo
nos genes que codificam o colageno tipo 1, COL1A1 e COL1A2. Outros genes que
participam das modificacbes poés-traducionais, enovelamento da tripla hélice,
crosslink, mineralizagdo, desenvolvimento 6sseo, diferenciacdo e maturacdo celular
também ja foram relacionados com Ol demonstrando a heterogeneidade genética
desta condicdo. Objetivo: Realizar a caracterizagdo molecular de osteogénese
imperfeita no Brasil. Métodos: Os casos foram selecionados na Rede Brasileira de
Osteogénese Imperfeita e dados clinicos coletados. A anélise molecular foi realizada
no equipamento lon Torrent através de painel de NGS que cobre 99,6% da regido de
codificacdo de 18 genes para Ol. Resultados: Foram incluidos 156 pacientes nas
analises moleculares, variantes foram detectadas em 121 casos. Alteracbes nos
genes COL1A1l e COL1A2 representam a maioria dos casos (88,4%), enquanto em
1,7% foram detectadas variantes em IFITM5 e em 9,9% em genes com padrédo de
heranca recessiva: FKBP10 (4), CRTAP (1), P3H1 (3), PPIB (2), SERPINH1 (1) e
TMEM38B (1). No total, 91 variantes diferentes foram identificadas, 25 consideradas
novas. Das 65 variantes em COL1A1, 40 eram qualitativas e 25 quantitativas, e em
COL1A2, 40 eram qualitativas e 2 quantitativas. A consanguinidade foi observada em
9 casos com variantes em COL1A1, COL1A2, CRTAP, FKBP10, SERPINH1 ou P3H1.
Uma variante (c.179A>C; p.GIn60Pro) em FKBP10 foi detectada em 3 casos nao
relacionados residentes na Bahia; sugerindo um efeito fundador. Oito individuos, com
variabilidade fenotipica, apresentam uma mesma variante em COL1A2 (c.2341G>A;
p.Gly781Ser); 4 demonstram um tipo leve e 4 moderado. Dados clinicos foram
coletados em 113 pacientes, 43 apresentaram fenétipo do tipo 1V, enquanto 25 tipo |,
35 tipo Ill, 1 tipo Il e 1 tipo V. Foi identificado um caso da variante ¢.119C>G
(p.-Serd0Trp) em IFITM5 que apresenta Ol leve. Historia familiar positiva foi
identificada em 36,5% dos casos, 92,03% tinham esclera azulada e 58% tinham
dentinogénese imperfeita. Alteracfes quantitativas em COL1Al e COL1A2 foram
observadas em 24,5% da amostra e a maioria dos casos apresentavam Ol leve. Em
75,5%, alteracdes gqualitativas estavam associadas a Ol moderada, grave ou letal;
49,3% desses casos apresentaram uma troca de glicina por serina. Conclusdo: Como
ja relatado, a maioria dos casos se concentram nos genes COL1Al1 e COL1A2. Ol de
causa autossOmica recessiva foi identificada em 9% da amostra. Mais estudos s&o
necessarios para confirmar o efeito fundador nos casos da variante possivelmente
fundadora em FKBP10. Dados desta grande coorte permitem compreender o fenotipo
e 0 gendtipo da Ol no Brasil.

Palavras-chave: Osteogénese Imperfeita. Colageno tipo |. Diagndstico molecular.
Painel de genes.



ABSTRACT

Introduction: Osteogenesis imperfecta is a rare genetic condition mainly
characterized by bone fragility. Most cases are caused by alteration in the genes that
encode type 1 collagen, COL1A1 and COL1A2. Other genes that participate in post-
translational modifications, triple helix folding, crosslink, mineralization, bone
development, differentiation and cell maturation also play a role in Ol, demonstrating
the genetic heterogeneity of this condition. Objective: To perform  molecular
characterization of osteogenesis imperfecta in Brazil. Methods: Cases were selected
at the Brazilian Osteogenesis Imperfecta Network and clinical data collected.
Molecular analysis was performed in the lon Torrent equipment through an NGS panel
that covers 99.6% of the coding region of 18 genes for Ol. Results: 156 patients were
included in the molecular analyses, variants were detected in 121 cases. Alterations in
COL1A1 and COL1A2 genes represent the majority of cases (88.4%), while variants
were detected in IFITM5 in 1.7% and in 9.9% in genes with recessive inheritance
pattern: FKBP10 (4), CRTAP (1), P3H1 (3), PPIB (2), SERPINH1 (1) and TMEM38B
(2). In total, 91 different variants were identified, 26 of which were considered novel.
Of the 65 variants in COL1A1, 40 were qualitative and 25 were quantitative, and in
COL1AZ2, 40 were qualitative and 2 were quantitative. Consanguinity was observed in
9 cases with variants in COL1A1, COL1A2, CRTAP, FKBP10, SERPINH1 or P3H1. A
variant (c.179A>C; p.GIn60Pro) in FKBP10 was detected in 3 unrelated cases residing
in Bahia, suggesting a founder effect. Eight individuals, with phenotypic variability,
present the same variant in COL1A2 (c.2341G>A, p.Gly781Ser): 4 demonstrate a mild
type and 4 moderate. Clinical data were collected on 113 patients, 43 had a type IV
phenotype, while 25 type I, 35 type Ill, 1 type Il and 1 type V. One case of variant
€.119C>G (p.Ser40Trp) was identified in IFITM5 with mild Ol. A positive family history
was identified in 36.5% of cases, 92.03% had blue sclera and 58% had dentinogenesis
imperfecta. Quantitative changes in COL1A1 and COL1A2 were observed in 24.5% of
the sample and most cases have mild OI. In 75.5%, qualitative changes were
associated with moderate, severe, or lethal Ol; 49.3% of these cases showed an
exchange of glycine for serine. Conclusion: As already reported in the literature, most
cases are concentrated in the COL1A1 and COL1A2 genes. Ol of autosomal recessive
inheritance was identified in 9% of the sample. More studies are needed to confirm the
possible founder effect of the variant in FKBP10. Data from this large cohort allow us
to understand the phenotype and genotype of Ol in Brazil.

Keywords: Osteogenesis imperfecta. Type 1 collagen. Molecular diagnosis. Gene
panel.
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1. INTRODUCAO

A osteogénese imperfeita (Ol) € um grupo de doencas raras caracterizada
por baixa densidade Ossea e multiplas fraturas, causada por alteragcdes em
genes da biossintese do colageno tipo 1. Apresenta heterogeneidade genética e
ampla variabilidade clinica com quadro leve, moderado, grave ou letal. As
principais caracteristicas clinicas da Ol sdo baixa densidade 0ssea, fraturas de
repeticdo, baixa estatura e progressiva deformidade éssea, principalmente nos
0ssos longos. Outras manifestagdes clinicas que também constituem o quadro
clinico sdo: escleras acinzentadas ou azuladas, dentinogénese imperfeita (Dl),
frouxiddo ligamentar e surdez progressiva (ETICH et al, 2020; MAROM et al,
2020).

A Ol foi inicialmente classificada clinica e radiologicamente pelo médico
australiano David Sillence em 1979 em 4 tipos. A Ol tipo | apresenta quadro leve,
tipo Il letal, tipo Ill grave e tipo IV moderado (TAUER et al, 2019). Em 2000, foi
reconhecido um novo fenétipo de Ol, sendo chamado de tipo V (GLORIEUX et
al, 2000). A partir do sequenciamento completo dos genes do colageno COL1A1
e COL1A2, varios casos, principalmente de Ol forma grave ou letal foram
descritos sem mutacfes nestes genes, permitindo a identificacdo de novas
formas clinicas de Ol e de novos genes relacionados a biossintese do colageno.
Até o momento, cerca de 20 genes foram descritos no Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM), sendo eles ligados a sintese, processamento e
modelagem do colageno tipo 1 (EFTHYMIOU et al, 2021). Dessa forma a
classificacdo também pode ser baseada segundo o gene e a ordem em que foi
descrito sendo os tipos I-IV causada pelos genes COL1A1 e COL1A2, tipo V
causada por IFITM5, tipo VI causada por SERPINF1, tipo VII causada por
CRTAP, tipo VIII por P3H1 e assim por diante (MAROM et al, 2020; VAN DIJK
et al, 2020; JOVANOVIC et al, 2021).

Oitenta e cinco a noventa por cento dos casos de Ol sdo causados por
alteracdes nos genes COL1Al, COL1A2 e IFITM5 de heranga autossOmica
dominante (TAUER et al, 2019). Alteragcdes em COL1A1l e COL1A2 causam
mudancas quantitativas ou qualitativas do colageno tipo 1. AlteracGes
guantitativas levam a Ol na forma leve, enquanto alteracfes qualitativas a Ol na

forma moderada, grave ou letal. Setenta e cinco a 80% dos defeitos estruturais
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do colageno séo causados por mutacdes que resultam na substituicdo da glicina
por outro aminoacido (LI et al, 2019; MARINI et al, 2020).

Mutagcbes nos genes CRTAP, P3H1, PPIB, WNT1, TMEMS38B,
SERPINH1, BMP1, SP7, SERPINF1, FKBP10, SMPD3, CREB3L1, PLOD2,
SPARC, TENT5A, MESD, KDELR2 e CCDC134 sao herdados de forma
autossbmica recessiva, sendo necessarios os dois alelos afetados para
manifestac6es das caracteristicas, se manifestando apenas em homozigose
(DUBAIL et al, 2020; JOVANOVIC et al, 2021). A heranca ligada ao cromossomo
X foi identificada em variantes nos genes MBTPS2 (LINDERT et al, 2016).



15

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 EPIDEMIOLOGIA

A Ol esta entre as trés displasias esqueléticas mais frequentemente
diagnosticadas ao nascimento na América Latina (BARBOSA-BUCK et al, 2012).

A incidéncia mundial de Ol é estimada para um a cada 10.000 ou 20.000
nascimentos (MARINI & DANG DO, 2020). No Brasil, segundo a Associacao Nacional
de Osteogénese Imperfeita (ANOI) estima-se que ha mais de 12 mil casos no pais
(ANOI, 2012). Um estudo da Suécia estimou a prevaléncia dos tipos de Ol com base
em dados moleculares em uma populacéo pediatrica, com prevaléncia de Ol tipos I,
[l e IV foi calculada em 7,4 para 100.000 (LINDAHL et al, 2015).

2.2 CARACTERIZACAO CLINICA

A osteogénese imperfeita € uma displasia esquelética congénita rara
caracterizada por fragilidade e deformidades O&sseas, fraturas de repeticao,
platispondilia, escoliose, dor crénica e mobilidade limitada. Além disso, sdo comuns
caracteristicas nao-esqueléticas, como a esclera azulada, dentinogénese imperfeita,
perda auditiva, fragueza muscular, frouxiddo ligamentar e deficiéncias
cardiorrespiratérias (HALD et al, 2018; MAROM et al, 2020). As manifestacdes clinicas
se apresentam de diferentes maneiras entre os individuos, podendo apresentar desde
guadros leves até letais, podendo o diagndstico ser suspeitado intra-Utero. Apresenta
grande variabilidade clinica intra e interfamiliar, em que individuos com alteracfes

genéticas semelhantes podem ter clinica distinta (ZHYTNIK et al, 2020).

2.3 CLASSIFICACOES

Devido a variabilidade fenotipica e a heterogeneidade genética a Ol pode ser
classificada de duas formas: classificacdo clinica, de acordo com suas manifestacées
clinicas e radiolégicas propostas inicialmente por David Sillence (1979); e
classificacdo molecular, de acordo com a ordem cronolégica de descoberta dos genes
responsaveis por esta condicao.

O diagnéstico molecular ainda néo é acessivel a todos os individuos devido ao
seu alto custo (ZHYTNIK et al, 2020), sendo a classifica¢do clinica a mais utilizada na
pratica clinica. Entretanto, a identificacdo molecular da Ol € importante para o
aconselhamento genético e no entendimento das vias que favorecem o

desenvolvimento de novos tratamentos (JOVANOVIC et al, 2021).
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2.3.1 Classificacao Clinica

Em 1979 David Sillence identificou e classificou a Ol em 4 tipos de acordo com
0s seus achados clinicos e radiolégicos. Essa classificagdo abrange a gravidade da
doenca desde a forma mais leve até a forma perinatal letal. Com a analise molecular
foi possivel reconhecer os genes e tipo de heranca desses 4 tipos estabelecidos por
Sillence, sendo os genes COL1Al e COL1A2 de heranca autossémica dominante
(MORTIER et al, 2019). O tipo V foi descrito e adicionado a classificagédo em 2000 por
apresentar um novo fenétipo de Ol causado por uma Unica mutacdo no gene IFITM5
com heranca autossémica dominante (GLORIEUX et al, 2000; BRIZOLA et al, 2015;
MARINI et al, 2017).

A Ol tipo | é descrita como uma forma leve e geralmente é identificada apds os
primeiros anos de vida quando a crianga comeca a deambular, tendo o seu pico de
fraturas geralmente na fase de pré-puberdade diminuindo apds a puberdade. Esse
tipo de Ol tem como caracteristicas clinicas principais a fragilidade 6ssea, poucas
fraturas, estatura em geral normal, esclera azulada, em alguns casos se observa
compressdo das vértebras e uma leve deformidade nos ossos longos. A Ol tipo | é
considerada o tipo mais frequente atingindo em torno de 50% dos casos (BRIZOLA et
al, 2014; MARINI et al, 2017; MARINI & DANG DO, 2020).

Ol tipo Il é a forma letal, com multiplas fraturas intra-utero, platispondilia,
levando a 6Obito no periodo intra-uterino ou logo apds o nascimento. Individuos que
conseguem sobreviver ao nascimento geralmente apresentam grave deficiéncia
respiratdria o que os leva ao 6bito no periodo neonatal. Além disso, esses individuos
demonstram malformacdo do créanio, esclera azulada e deformidades graves
principalmente dos membros inferiores e na caixa toracica (MARINI et al, 2017;
MARINI & DANG DO, 2020).

Ol tipo Il é a forma mais grave nao-letal ou progressivamente deformante.
Individuos com esse tipo de Ol geralmente vivem até a fase adulta mesmo com as
limitacbes, ainda assim alguns individuos podem vir a sofrer com problemas
respiratorios. A caracterizacao do tipo Il se da principalmente a baixa estatura grave,
esclera azulada, dentinogénese imperfeita, encurtamento e deformidades nos 0ssos
longos, escoliose, deformidades na caixa toracica e multiplas fraturas ao longo da
vida. Os ossos longos desses individuos apresentam deformidades graves, tenséo

do osso junto a musculatura normal, calcificacbes Osseas caracteristicas e
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recuperacao lenta ou ineficiente apos fraturas. Ha também a ocorréncia de perda
auditiva que é mais frequente em adultos. Esses individuos podem apresentar
importantes limitagbes motoras necessitando do auxilio de muletas e cadeiras de
rodas para locomocéo (MARINI et al, 2017; MARINI & DANG DO, 2020).

Ol tipo IV é a forma moderada da patologia. Apresentam baixa estatura devido
ao encurtamento dos membros inferiores, dentinogénese imperfeita, frouxidédo
ligamentar, deformidades 0sseas e multiplas fraturas que normalmente ocorrem na
infancia e na fase de pré-puberdade. Esses individuos também apresentam
calcificacbes Osseas caracteristicas devido a fraturas de repeticdo e alguns podem
desenvolver escoliose devido a compresséo das vértebras. Alguns individuos podem
apresentar problemas na mobilidade (MARINI et al, 2017; MARINI & DANG DO, 2020).

A Ol tipo V é uma forma moderada e corresponde a 3-5% dos casos. Assim
como a Ol tipo IV, a Ol tipo V se caracteriza pela ocorréncia de multiplas fraturas,
frouxiddo ligamentar e deformidade moderada, porém com caracteristicas distintas
como presenca de calo hiperplasico, calcificacdo da membrana interéssea entre
radio/ulna e tibia/fibula e deslocamento da cabeca do radio. Essas caracteristicas
podem levar a limitagdes na mobilidade dos membros, principalmente os superiores.
Além disso, esse tipo de Ol é causado por uma Unica variante c.-14C>T no gene
IFITM5 que leva ao ganho de funcdo da proteina pela adicdo de 5 aminoéacidos e
consequentemente desencadeando uma hipermineralizacdo (BRIZOLA et al, 2015;
MARINI et al, 2017; MARINI & DANG DO, 2020).
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2.3.2 Classificacao Molecular

Ao longo dos anos foram sendo descobertos diversos genes envolvidos na
biossintese do colageno tipo | e com isso a classificacdo clinica ou de Sillence ja nao
comportava mais os diversos fendtipos e genes envolvidos na Ol. Até o momento
foram identificados 20 genes relacionados a Ol, sendo eles responsaveis pela sintese,
processamento e modelagem do colageno tipo 1 (DUBAIL et al, 2020; CHETTY et al,
2021).

Esta classificacao sugere que Ol tipo | ao tipo IV ainda se utilize a classificagao
de Sillence sendo associadas aos genes COL1Al e COL1A2 com base na
apresentacao clinica e achados radiolédgicos. O tipo V, € identificado com base em
seus dados clinicos, mas também com base na analise genética (VAN DIJK &
SILLENCE, 2014; CHETTY et al, 2021). J4 os genes identificados posteriormente
foram adquirindo sua numeragéo de acordo com a sua descoberta e registro no OMIM
(Tabela 1).

Tabela 1 - Classificagdo molecular da osteogénese imperfeita de acordo com o OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man).

Tipo de -~ ~ .
F())I Gene Heranca Fenotipo Acao da proteina
I COL1A1 AD Leve
AD
I COL1A1/ Letal
COL1A2
Mosaicismo parental
COL1A1/ AD Sintese do colageno
Il Grave
COL1A2
Mosaicismo parental
" COL1A1/ AD Leve &
COL1A2 Moderado
Mosaicismo parental
\% IFITM5 AD Grave _ )
Mineralizacdo
VI SERPINF1 AR Grave
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VII CRTAP AR Grave

VI P3H1 AR Grave Modificacdo pds-traducional
IX PPIB AR Grave
X SERPINH1 AR Grave  |Enovelamento da tripla hélice
XI FKBP10 AR Grave e crosslink

XIl BMP1 AR Grave Processamento do colageno |

<1 sp7 AR Grave Diferenciacdo e maturacéo de

osteoblastos
XIV TMEM38B AR Grave Fluxo de calcio n,o_ reticulo
endoplasmatico
XV WNT1 AR/AD Grave Sinalizacdo da via WNT

Transcri¢do de um fator
XVI CREB3L1 AR Grave envolvido na resposta de
estresse celular

XVII SPARC AR Grave Processamento do colageno |
XVII TENT5A AR Grave Formagdo 6ssea
Coordenacéo de ions
XIX MBTPS2 HLX Grave metalicos
Chaperona de receptores da |
XX MESD AR Grave via WNT
Equilibrio de pH no reticulo |
XXI KDELR2 AR Grave endoplasmatico
Regulacéo de vias de
XXI11 CCDC134 AR Grave sinalizacéo

Legenda: AD - autossomico dominante; AR - autossdmico recessivo; HLX: heranga
ligada ao X; Fonte: Elaboracédo propria.

A Ol pode ser herdada por diferentes padroes de heranca segundo o gene
associado, autossémico dominante (COL1Al, COL1A2 e IFITM5), autossémico
recessiva (SERPINF1, CRTAP, P3H1, PPIB, SERPINH1, FKBP10, SP7, BMP1,
TMEMB38, WNT1, CREB3L1, SPARC, TENT5A, MESD, KDELR2 e CCDC134) e
heranca ligada ao cromossomo X (MBTPS2) (Tabela 1) (DUBAIL et al, 2020;
JOVANOVIC et al, 2021).

Os genes COL1A1 e COL1A2 representam cerca de 80-85% dos casos de Ol,

engquanto o gene IFITM5 corresponde a 3-5% dos casos e o restante dos genes
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representam juntos cerca de 10%, sendo a frequéncia de cada um em torno de 1% ou
menor (MARINI & DANG DO, 2020). Os genes COL1A1 e COL1A2 estao envolvidos
diretamente na estrutura do colageno tipo 1, ao mesmo tempo que os genes CRTAP,
P3H1, PPIB, FKBP10, SERPINH1l, PLOD2 e BMP1 estdo envolvidos nas
modificagdes pds traducionais e no processamento dessa proteina. Os genes IFITM5,
SERPINF1, TENT5A, TMEM38B e CCDC134 estdo ligados ao desenvolvimento
0sseo e mineralizacdo, enquanto os genes WNT1, CREB3L1, SP7, SPARC, MESD e
MBTPS2 atuam na diferenciacao e funcdo dos osteoblastos (Tabela 1) (DUBAIL et al,
2020; JOVANOVIC et al, 2021; ALI et al, 2022).

2.4 BIOSSINTESE DO COLAGENO TIPO 1

O colageno tipo 1 é a principal proteina constituinte do tecido ésseo que
representa cerca de 90 a 95% da matriz 6ssea organica, aléem disso ele é encontrado
na constituicdo de diversos tecidos e 6rgdos como pele, tecido conjuntivo, retina,
esclera, dentina e pulmdes (ZHYTNIK et al, 2020). Até chegar a sua estrutura final a

proteina passa por uma série de processos.
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2.4.1 Estrutura do colageno

A estrutura do colageno tipo 1 é um heterotrimero composto por duas cadeias
a1 e uma cadeia a2, codificadas respectivamente pelos genes COL1A1 e COL1A2
(Figura 1). Essas cadeias de procolageno sdo sintetizadas com duas regides
propeptidicas C-terminal e N-terminal que flanqueiam a tripla hélice. A regido
helicoidal € composta por 338 aminoacidos em cada uma das trés cadeias a. Os
aminoacidos se repetem em forma de trincas (Glicina-Xaa-Yaa), a glicina sempre se
encontra na terceira posicdo e € fundamental para a formacéo da tripla hélice. As
posicbes X e Y usualmente sao ocupadas pela prolina e pela hidroxiprolina
(HENRIKSEN & KARSDAL, 2019).

Figura 1 - Estrutura do colageno tipo 1
N-terminal C-terminal
propeptide Telopeptide Triple helix Telopeptide propeptide
1T

10

Nature Reviews | Disease Primers
Legenda: O colageno tipo | € um heterotrimero composto de duas cadeias a1 e uma
cadeia a2 que formam uma tripla hélice. As cadeias de procolageno s&o sintetizadas
contendo sequéncias de propeptideos amino-terminais (N-terminal) e carboxil-
terminais (C-terminal). A regido helicoidal é composta por 338 aminoacidos em cada
uma das trés cadeias a. Os aminoacidos se repetem em forma de trincas (Glicina-
Xaa-Yaa). Fonte: Marini, J.C. et al, 2017

2.4.1.1 Defeitos do colageno tipo 1

Em torno de 1600 variantes ja foram descritas apresentando alteracdes nos
genes COL1Al e COL1A2, sendo a maior frequéncia no gene COL1A1 (MARINI &
DANG DO, 2020). Alteracdes nos genes COL1A1 e COL1A2 levam a uma quantidade
reduzida de colageno (alteracdo quantitativa) ou a um colageno com a estrutura

anormal (alterag&o qualitativa).
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Muta¢Bes quantitativas ou de haploinsuficiéncia estdo relacionadas a uma
reducdo na producdo de colageno, sendo que a proteina produzida tem estrutura
normal. Causado por um alelo nulo em decorréncia de variantes nonsense, frameshift
e sitio de splicing, sendo a primeira mais frequente no gene COL1Al. Em geral,
variantes que levam a defeito quantitativo na proteina estdo associadas a fenotipos
mais leves de Ol (JOVANOVIC et al, 2021).

Mutacdes qualitativas ou estruturais estdo relacionadas a uma producdo de
coldgeno defeituoso onde ha a troca de aminoacidos estruturais das cadeias pro a.
Esse tipo de alteracao interfere diretamente no enovelamento da tripla hélice e gera
diversas modificacbes na proteina, principalmente na glicosilacdo. Na maioria dos
casos € causada por variantes do tipo missense. Em 80% dos casos o defeito
estrutural é a substituicdo de glicina por outro aminoécido, o que faz com que haja um
atraso no enovelamento das cadeias e um prolongamento no tempo de agéao de
proteinas. Outro defeito estrutural importante que ocorre € o salto de exon, que pode
afetar o enovelamento da proteina e abrange cerca de 20% dos defeitos estruturais.
Defeitos podem ocorrer nas regides C-terminal e T-terminal causando também um
atraso no enovelamento da tripla hélice levando a mdultiplas modificacbes pos-
traducionais (MARINI et al, 2017; MARINI & DANG DO, 2020; JOVANOVIC et al,
2021).

A correlacédo entre gendtipo e fendtipo ainda € incerta, mas estudos sugerem
gue o tipo de variante, a substituicdo de aminoacidos especificos, a cadeia e a posi¢cao
em que se localiza a alteracéo contribuem para a manifestacao clinica (MARINI et al,
2007). Alteragdes na regiao de tripla hélice da cadeia a 1 tendem a apresentar um
fendtipo mais grave ou letal quando comparadas as alteragdes na cadeia a 2. Modelos
animais de Ol tém sido utilizados para a compreenséao da fisiopatologia da doenca e
na adequacao de tratamentos, mas ainda demonstram heterogeneidade no fendtipo
(MARINI & DANG DO, 2020).

2.4.1.2 Modifica¢des pos traducionais do colageno tipo 1

As cadeias a 1 e a 2 passam por diversas modificacbes apds a sua sintese,
incluindo a hidroxilagdo das cadeias que é feita através de um complexo de proteinas
sintetizadas por trés genes: CRTAP, P3H1 e PPIB. A acdo desse complexo reflete
diretamente na formacéao da fibrila e na funcéo do tecido 6sseo, principalmente atraves

da hidroxilacdo de prolina e lisina, e posterior glicosilacdo dos residuos desses
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aminoéacidos. O complexo age no reticulo endoplasmatico rugoso durante e apés a
sintese de cadeias pro-a do procolageno tipo 1 (Figura 2). A proteina sintetizada pelo
gene P3H1 participa da hidroxilagdo de residuos de prolina das cadeias de
procolageno contribuindo para o enovelamento, estabilidade e secre¢cdo de
procolageno. O gene CRTAP produz uma proteina (cartilage associated protein) que
complementa a proli-3-hidroxilagdo, atuando mutuamente com o gene P3H1 na
hidroxilacdo da Pro986. A proteina CYPB ou peptidilisomerase B (PPIB) auxilia no
enovelamento do procolageno juntamente com as demais proteinas do complexo
(YAMAUSHI et al, 2019).

Flgura 2 - Sintese e processamento do colageno tipo 1
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Legenda: a) Traducdo e modificacdes pods-traducionais de pro-a1(l) e pro-a2(l).
b) Interacdes de proteinas chaperonas para prevenir a formacéo prematura da tripla
hélice. c) Formacéo da tripla hélice que compreende duas cadeias pro-a1 e uma
cadeia pro-a2. d) Secregao do procolageno e clivagem extracelular. Fonte: Marini,
J.C. et al, 2017.
A hidroxilagdo das prolinas é fundamental para a estabilidade da formacgéo da

tripla hélice (YAMAUSHI et al, 2019). Mutacfes nos genes PPIB ou CRTAP podem
afetar a acdo de ambos ja que eles atuam mutuamente no complexo, o que explica a
semelhanca observada no fenétipo dos individuos afetados com mutacfes nesses

genes (CHANG et al, 2009). Além disso, a acdo desses genes pode gerar uma super
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modificagdo do colageno ou retencdo quando ha atraso no enovelamento da tripla
hélice (MARINI & DANG DO, 2020).

Defeitos nesse complexo podem levar a falhas na hidroxilagédo de prolinas e
lisinas, glicosilacdo de hidroxiprolinas e no crosslinking da tripla hélice. O fendtipo
observado em pacientes com mutacdes nesses genes varia de moderado a letal, j&
gue ha uma super modificacdo ao longo da regido de tripla hélice do colageno tipo |
(PYOTT et al, 2011). Esses pacientes geralmente apresentam deformidades ésseas
e multiplas fraturas, esclera branca, baixa estatura, além do fato de pacientes com
mutacdes nos genes CRTAP e P3H1 demonstrarem rizomelia. Mutagbes no gene
CRTAP levam a Ol tipo VII, no gene P3H1 a Ol tipo VIII e no gene PPIB a Ol tipo I1X
(MARINI & DANG DO, 2020).

2.4.1.3 Processamento, enovelamento e crosslink do colageno tipo 1

Para o enovelamento e crosslink adequado dessa estrutura é fundamental a
acao de proteinas chaperonas, HSP47 e FKBP65. Essas proteinas atuam também na
estabilizacdo da tripla hélice durante esse processamento pos traducional. As
proteinas chaperonas atuam também no controle de qualidade na formacdo do
colageno tipo 1, elas sédo codificadas pelos genes SERPINH1 (HSP47) e FKBP10
(FKBP65) (Figura 2). Essas proteinas agem para impedir a formacao prematura da
fibrila. A lisil-hidroxilase 2 (LH2) é uma enzima catalisadora ligada a membrana reticulo
endoplasmatico que age na hidroxilacdo de residuos de lisina do telopeptideo que
estabilizam a molécula de colageno tipo 1 para o crosslink, ela é codificada pelo gene
PLOD2 (PUIG-HERVAS et al, 2012).

O fluxo intracelular do calcio é importante para a maturacdo da molécula de
colageno e ocorre através de um canal cation especifico (TRIC-B), localizado na
membrana do reticulo endoplasmatico, que também esta envolvido na diferenciacéo
celular. Esse canal é sintetizado pelo gene TMEM38B (figura 3). Dentre essas
modificacdes ha também a remocao dos propeptideos N-terminal e C-terminal para a
maturacao da fibra de colageno através da acéo de proteinas de clivagem sintetizada
pelo gene BMP1 e ADAMTS2 (MARINI et al, 2017).

Defeitos no gene FKBP10 além de afetar o enovelamento da proteina também
podem resultar em uma menor quantidade de coladgeno na matriz extracelular e na
reducdo da hidroxilacdo de lisinas, o que revela uma interacdo entre o produto desse

gene e do PLOD2. Defeitos no gene SERPINH1 podem levar ao atraso da sintese do
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coldgeno, agregacdo de colageno intracelular e fibrilas anormais. Individuos com
mutacdes no gene FKBP10 apresentam Ol tipo Xl com fenétipos moderados a graves
de Ol com escleras normais, fraturas de ossos longos e baixa estatura; ja em
mutacdes no SERPINH1 se observam casos de Ol tipo X com fenotipo letal ou grave
(FORLINO & MARINI, 2016; JOVANOVIC et al, 2021).

Defeitos no gene BMP1 levam ao atraso ou defeito nha maturacao do colageno,
0 que pode resultar em uma massa Ossea elevada com fibrilas desorganizadas.
Individuos com mutac¢des nesse gene apresentam Ol tipo XIl com fendtipo variavel,
desde a forma leve até a forma grave, h evidéncias que a atividade residual de BMP1
possa influenciar na gravidade. Mutacbes no gene TMEM38B apresentam diversos
problemas no processamento do colageno tipo 1, jA que o calcio € um importante
substrato durante as modificagces pos-traducionais no colageno. Defeitos nesse gene
levam a Ol tipo XIV que apresenta fenétipo leve a grave sendo observado hiper
mineralizacdo 6ssea, reducdo no numero de osteoblastos e problemas no sistema
cardiovascular (FORLINO & MARINI, 2016; JOVANOVIC et al, 2021).



26

2.4.1.4 Ossificacao e mineralizacdo 0ssea

A matriz O0ssea é composta por células (osteoblastos, osteécitos e
osteoclastos), minerais e matriz organica (colageno e proteoglicanos). A
mineralizagdo do osso ocorre atraves do fluxo de calcio da corrente sanguinea e da
liberacao de fosfato de célcio a partir da reabsorcdo da matriz 6ssea. A mineralizacédo
conta com a acao do gene IFITM5 que secreta a proteina transmembrana induzida
por interferon restrita aos ossos (BRIL), uma proteina de membrana dos osteoblastos,
e o fator derivado do epitélio pigmentar (PEDF), uma proteina com propriedades anti
angiogénicas secretada pelo gene SERPINF1. O BRIL tem ac¢éo conjunta com o PEDF
na diferenciacdo osteoblastica e formacéao de ostedides (Figura 3) (JOVANOVIC et al,
2021).

Figura 3 - Diferenciacao de osteoblastos e mineralizac&o

a Liningcell

Osteoclast OP%f

SERPINF1*  CCDN1, MYC, COL1A1*
AXIN2 and VEGF

Osteoblast

Nucleus

Nature Reviews | Disease Primers
Legenda: a) Remodelagdo éssea b) Mineralizacao, sinalizacéo e diferenciagéo
osteoblastica. Fonte: MARINI et al, 2017
O primeiro defeito identificado no gene IFITM5 foi a variante ¢.-14C>T, que se

localiza na regido 5’-UTR do gene. Esta alteracéo causa a adicdo de um novo coédon



27

de iniciagdo com 5 aminoacidos na regido N-terminal do BRIL (CHO et al, 2012). Essa
mutacdo € conhecida por ser a unica causa da Ol tipo V, que apresenta fendtipo
distinto das outras formas. Verificou-se a partir de analises que essa mutacéo gera
um aumento na funcdo da proteina BRIL, j& que a proteina alongada apresenta
estabilidade intracelular (PATOINE et al, 2014). O fenétipo de individuos com essa
mutacao inclui formacao de calos hiperplasicos, escoliose, ossificagdo da membrana
interéssea e descolamento da cabeca do radio (HANAGATA, 2016). Além da variante
comum causadora de Ol tipo V, outra variante foi descrita no gene IFITM5, ¢.119C>T
gue causa uma troca de serina para leucina (p.Ser40Leu) e fenétipo semelhante a Ol
tipo VI (FARBER et al, 2014; GUILLEN-NAVARRO et al, 2014). Recentemente foi
descrita outra variante no mesmo codon p.Ser40Trp com fendtipo grave com fraturas
intra uterinas, esclera azulada, deformidades 6sseas e baixa estatura (LIM et al, 2019).

Além da reducdo da mineralizacdo, mutacbes no gene SERPINF1 por
apresentarem reducdo na expressdo da PEDF consequentemente demonstram
aumento na quantidade de osteoblastos, ja que ele também interfere na producéo
dessas células. Individuos com mutacdes nesse gene apresentam fenotipo grave com
fraturas apds o nascimento, frouxiddo ligamentar e baixa estatura, além disso foi
observado em histologia 6ssea um padrdo de “escama de peixe” na lamela ossea,
baixa mineralizacdo e aumento dos ostedides (MARINI & DANG DO, 2020;
JOVANOVIC et al, 2021).

2.4.1.5 Diferenciagao e fungao dos osteoblastos

Os osteoclastos tém o papel de absorcédo 6éssea fazendo a renovacéo do tecido,
fundamental para a formacdo Ossea (Figura 3). A atividade dos osteoblastos é
estimulada através da via WNT/B-catenina, codificada pelo gene WNT1 que também
estimula a transcricdo de genes envolvidos na diferenciacdo dos osteoblastos. Uma
proteina chaperona (lipoproteina de baixa densidade ligada ao receptor) do reticulo
endoplasmatico, codificada pelo gene MESD, age nos receptores (LRP5/6) da via Wnt
(MOOSA et al, 2019). Um dos genes envolvidos diretamente na diferenciacéo e fungéo
dos osteoblastos é o SP7 que codifica o osterix, que € um regulador transcricional na
maturacao dos osteoblastos (HOJO et al, 2016). Outro gene importante na formacao
0ssea e na diferenciacao dos osteoblastos é o CREB3L1 que codifica uma substancia

especificamente induzida por astrécitos antigos (OASIS), responsavel pela transcricao
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de um fator envolvido na resposta de estresse celular na maturacao de osteoblastos
e por ativar o promotor do gene COL1A1 (CAYAMI et al, 2019).

A proteina S1P regula diretamente a formagédo 0ssea atuando no controle de
pool dos progenitores mesenquimais e na diferenciacdo osteoblastica, essa proteina
€ codificada pelo gene MBTPS1. Ja a proteina codificada pelo gene MBTPS2, S2P,
atua na coordenacédo dos ions de metais (JOVANOVIC et al, 2021). O gene SPARC
produz a osteocina que age na calcificacdo do 0sso, sintese da matriz extracelular e
na ativagdo e diferenciacdo celular de diversas células 6sseas incluindo osteoblastos,
células progenitoras da medula 6ssea, odontoblastos, células endoteliais, fibroblastos,
pericitos, astrocitos e macrofagos (DURKIN et al, 2021).

Mutacdes no gene WNT1 demonstram uma reducdo na ativacdo da via WNT
gue consequentemente afeta a regulacédo da diferenciacdo e funcdo osteoblastica.
Individuos com alteragdes nesse gene apresentam Ol tipo XV caracterizada por um
fendtipo moderado a grave e em alguns casos sdo observadas anormalidades
neurologicas. Mutacfes no gene CREB3L1 geram um acumulo de substratos no
reticulo endoplasmatico, que gera estresse celular e afeta na diferenciacéao
osteoblastica. Individuos com mutacdes nesse gene apresentam Ol tipo XVI que
apresenta fenétipo grave a letal, com relatos de mortes intrauterinas. Os mecanismos
moleculares dos genes SP7, MESD e SPARC ainda estdo em estudo. Muta¢cdes no
gene SPARC levam a Ol tipo XVII e alteracbes no gene SP7 levam a Ol tipo VIII,
ambos tipos com fenétipo moderado a grave. Mutacdes no gene MESD levam a Ol
tipo XX que apresenta fenotipo grave com deformidades 0sseas e fraturas recorrentes
(MARINI & DANG DO, 2020; JOVANOVIC et al, 2021).

2.4.1.6 Outros genes relacionados a Ol

Outros genes envolvidos na formacdo O0ssea sdo KDELR2 e TENT5A que
respectivamente codificam o receptor de retencdo de proteina do reticulo KDEL
endoplasmatico e a proteina FAM46A. O receptor de retencéo de proteina do reticulo
endoplasmatico (KDELR2) atua no equilibrio de pH intracelular facilitando a captacao
de proteinas do ambiente &cido do complexo de Golgi de volta ao reticulo
endoplasmatico e esta relacionado a Ol tipo XXI (JOVANOVIC et al, 2021). A lisil
hidroxilase 2 €é uma enzima -catalisadora ligada a membrana do reticulo
endoplasmatico que age na hidroxilagcdo de residuos de lisina que estabilizam a

molécula de colageno tipo 1 para o crosslink (PUIG-HERVAS et al, 2012). Estudos
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preliminares sugerem que a proteina FAM46A tem acéo crucial na sinalizacao celular
e também se sabe que ela interage com fator de crescimento transformador beta
(TGF-B), que desempenha um papel importante no desenvolvimento 0sseo e na
homeostase (DOYARD et al, 2018). O gene CDC134 codifica uma proteina
amplamente expressa e implicada na regulacédo de algumas vias de sinalizagao de
proteinas (DUBAIL et al, 2020; ALI et al, 2022).

2.5 OSTEOGENESE IMPERFEITA NO BRASIL

A Portaria no. 2305/2001 do Ministério da Saude regulamentou as diretrizes
para o tratamento da Ol, e credenciou Centros de Tratamento em Ol (CROI). Em 2013
foi aprovada a portaria n° 1306 que regulamentou novas diretrizes e protocolos
clinicos com a adicdo de equipes multidisciplinares para o manejo e tratamento desses
pacientes no SUS. No Brasil estdo habilitados 14 CROIs distribuidos nos estados do
pais: Sdo Paulo (Fundacdo Faculdade de Medicina da Universidade de Sédo Paulo,
Irmandade Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo, Ambulatorio de Fragilidades
Osseas e Hospital de Clinicas de S&o Paulo), Rio de Janeiro (Instituto Fernandes
Figueira), Espirito Santo (Hospital Infantil Nossa Senhora da Gléria), Minas Gerais
(Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia), Rio Grande do Sul
(Hospital de Clinicas de Porto Alegre), Santa Catarina (Hospital Infantil Joana
Gusmao), Parana (Hospital Infantii Pequeno Principe), Distrito Federal Ceara
(Hospital Infantil Albert Sabin), Pernambuco (Instituto Materno Infantil Professor
Fernando Figueira) e Bahia (Hospital Universitario Professor Edgard Santos).

O Unico CROI do RS é o Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Desta forma,
desde 2001 constituiu-se uma coorte de pacientes com Ol em tratamento com
pamidronato de sddio e outros bisfosfonatos, gerando dados epidemiolégicos para
futuros estudos. Até o momento no CROI-RS estéo registrados 238 pacientes de 159
familias ndo relacionadas o que oportunizado estudos em Ol (BRIZOLA, STAUB e
FELIX, 2014; ZAMBRANO et al, 2014; VANZ et al, 2015; ZAMBRANO et al, 2016;
BRIZOLA et al, 2017; MAGALHAES et al, 2018; VANZ et al, 2018; ZAMBRANO, FELIX
e DE MELLO, 2018; PINHEIRO et al, 2019; ZAMBRANO, FELIX e MELLO, 2019; DA
COSTA OTAVIO et al, 2020; PINHEIRO et al, 2020).

A partir de 2017 foi estabelecida a Rede Brasileira de Osteogénese Imperfeita

(REBOI) com participacao de 5 CROIs sob coordenacédo do HCPA, sendo registrados
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mais de 260 pacientes. A REBOI tem como objetivo unir os dados dos CROlIs e dar

inicio aos estudos epidemioldgicos para tracar o perfil da Ol na populagéo brasileira.

2.6 ESTUDOS SOBRE GENETICA DA Ol NO BRASIL

Os estudos genéticos sobre Ol no Brasil representam uma pequena parcela
guando comparados as outras areas de conhecimento relacionadas a Ol. Grande
parte dos estudos séo relatos de casos ou apresentam pequeno numero amostral,
impossibilitando um delineamento epidemioldgico do perfil genético da doenca no
pais. Estudos tipo relato de caso Unico ou de um numero pequeno de casos foram
relatados relacionados ao diagnéstico molecular de Ol (BARBIRATO et al, 2009;
MORAES et al, 2012; MINILLO et al, 2014; BRIZOLA et al, 2015; DE SOUZA et al,
2021). Estudos como os de Reis et al (2005), Barbirato et al (2015), Barbirato et al
(2016), Trancozo et al (2019) e Fernandes et al (2020) descrevem achados
moleculares de um udnico centro trazendo informacgdes iniciais de quais genes

recessivos podem estar mais relacionados a Ol no Brasil (Tabela 2).

Tabela 2 - Estudos genéticos da Ol no Brasil

N° de
Autores Origem casos | Tipo de estudo Genes
Reis et al (2005) Séo Paulo 13 Transversal 100% COL1A1
" Barbirato et al
(2009) Espirito Santo 1 Relato de caso COL1A1
Moraes et al
(2012) Espirito Santo 11 Transversal 63,6% COL1Al
Minillo et al
(2014) Séo Paulo 4 Relato de casos SERPINF1
Barbirato et al 64%
(2015) Espirito Santo 25 Transversal P3H1/CRTAP/PPIB
Rio Grande do |
Sul
Brizola et al Rio de Janeiro
(2015) Pernambuco 7 Relato de casos IFITM5




Barbirato et al
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39%
FKBP10/SERPINF1

(2016) Espirito Santo 23 Transversal /SERPINH1
7%
Trancozo et al COL1A1/COL1A2
(2019) Espirito Santo 30 Transversal 20% FKBP10/P3H1
71%
COL1A1/COL1A2
26%
Fernandes et al FKBP10/PLOD2/SE
(2020) Séo Paulo 38 Transversal RPINF1
De Souza et al Rio Grande do
(2021) Sul 1 Relato de caso P3H1

Fonte: Elaboracao prépria
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3. JUSTIFICATIVA

A osteogénese imperfeita € uma doenca rara com grande variabilidade
fenotipica e € causada por defeitos em diversos genes. Estabelecer relacdo entre
gendtipo e fendtipo € um grande desafio levando em consideracdo que héa
variabilidade clinica inter e intrafamiliar. No Brasil ainda ndo existem dados
epidemioldgicos suficientes para o estabelecimento de incidéncia e do perfil da
doenca na populacdo. Os estudos até entdo publicados na literatura sobre genética
da Ol na populacéo brasileira sdo escassos e com pequeno nimero amostral.

A partir do estabelecimento da Rede Brasileira de Osteogénese Imperfeita
foram cadastrados em torno de 260 pacientes com Ol que compdem uma coorte onde
estdo reunidos dados clinicos e informacdes desses pacientes. Esse cadastro permite
a realizacdo de pesquisas com numero amostral adequado e de relevancia que
propdem a evolucdo do atendimento e melhora do progndstico desses pacientes.

O presente estudo é o primeiro deste tipo a ser realizado na populagcao
atendida pelos 5 CROIs cadastrados na REBOI visando uma melhor caracterizacéo
molecular da Ol na nossa populacéo. O diagnéstico molecular influencia no tratamento
e no manejo desses pacientes. Os dados moleculares vao permitir o aconselhamento
genético das familias, trazendo esclarecimento e a possibilidade de prevencdo de
novos casos. Além disso, com a correlacdo gendtipo-fendtipo serd possivel agregar

dados para a caracterizacao do fenotipo da Ol na populacéo brasileira.
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4. HIPOTESES

A maioria dos casos estdo associados a defeitos nos genes COL1Al e
COL1A2.

Defeitos em genes de heranga autossomica recessiva estdo mais relacionados
a consanguinidade do que defeitos em genes de heranga autossémica dominante.

Defeitos qualitativos na proteina estdo associados a feno6tipos mais graves.

Defeitos quantitativos na proteina estdo associados a fenotipos menos graves.
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5. OBJETIVOS
5.1 GERAL

Identificar variantes patogénicas nos genes responsaveis pela biossintese do
colageno tipo 1 em Osteogénese Imperfeita em uma coorte de pacientes brasileiros

com Ol.

5.2 ESPECIFICOS
1. Pesquisar alteragbes em 18 genes associados a Ol entre pacientes brasileiros
através de um painel de sequenciamento de nova geracao.
2. Descrever a incidéncia de alterac6es em genes associados com a Ol em uma
amostra da populacéo brasileira.

3. Descrever correlacao genétipo-fenétipo nesta populacéo.
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6. METODOLOGIA
6.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo transversal

6.2 LOCAL
As andlises moleculares foram realizadas no Laboratorio de Medicina
Genodmica localizado no Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre.

6.3 POPULACAO E AMOSTRA

Foram recrutados casos com Ol de familias ndo relacionadas registrados na
Rede Brasileira de Osteogénese Imperfeita de 5 Centros de Referéncia para
Tratamento de Ol (Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre (RS); Hospital
Infantil Joana Gusmao, Floriandpolis (SC); Instituto Fernandes Figueira, Rio de
Janeiro (RJ); Hospital Infantil Albert Sabin, Fortaleza (CE) e Hospital Universitario
Professor Edgard Santos, Salvador (BA). Foram selecionados 1 caso por familia para
analise molecular inicial. A partir da identificacdo da alteracao, outros membros da

familia também foram analisados quando disponivel.

6.4 COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS
6.4.1. Amostras de DNA

Amostras de sangue de individuos com Ol foram coletadas e enviadas para
extracdo de DNA e armazenadas no biorrepositério do Laboratério de Medicina
Gendmica. O DNA foi extraido de células do sangue com o uso do kit de extracédo da
Gentra Puregene e posteriormente quantificado no equipamento NanoDrop 1000

para avaliar a pureza do DNA antes da realizagdo das analises moleculares.

6.4.2. Andlise por sequenciamento de nova geracao

O sequenciamento de nova geracdo é um teste genético capaz de analisar
multiplos genes e variantes ao mesmo tempo. No presente estudo foi utilizado um
painel customizado de genes que inclui 18 genes identificados relacionados a Ol. O
painel foi desenhado utilizando o software lon Ampliseq Designer e inclui as regides
codificantes e adjacentes dos genes COL1A1, COL1A2, CRTAP, P3H1, PPIB, WNT1,
TMEM38B, SERPINH1, BMP1, SP7, SERPINF1, FKBP10, SMPD3, CREB3L1,
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PLOD2, P4HB, PLS3 e IFITM5 e a regido codificante 5° UTR do gene IFITM5. A
analise inclui 3 pools com total de 319 amplicons com cobertura de 99,6% dos genes,
sendo os genes COL1A1 e COL1A2 com 100% de cobertura.

As amostras de DNA foram purificadas e analisadas no equipamento lon
Torrent. A analise de bioinformatica foi realizada usando o software Torrent Suite
(versdo 5.0; Thermo Fisher Scientific) para processar dados de sequenciamento,
realizar alinhamento com a sequéncia referéncia e localizar variantes usando a
sequéncia gendmica de referéncia hgl9 (Genoma Humano versao 19, UCSC) dos
genes alvo conforme descrito. As variantes foram anotadas usando o software lon
Reporter (versdo 5.0 e 5.12; Thermo Fisher Scientific) em um arquivo do tipo VCF
(Variants called file) e filtradas de acordo com as frequéncias de alelos menores (MAF;
menos de 1%), localizacao (regides em éxon e sitiol de splicing) e heranca genética
(dominante, recessivo ou ligado ao X). Os bancos de dados utilizados para verificagao
da descricao das variantes foram ABraOM (variantes genémicas brasileiras) dbSNP-
NCBI, ClinVar-NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e banco de dados de
variantes de Osteogénese Imperfeita -LOVD v2.0 (http: // www.le.ac.uk/ge/collagen/).
As variantes que nao foram relatadas nesses bancos de dados foram avaliadas em
preditores in silico: SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/), Polyphen-2 (http:
/lwww.genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), PredictSNP
(http://loschmidt.chemi.muni.cz/predictsnp) e Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/). As variantes foram visualizadas no sofwtare
Integrative Genome Viewer (IGV) a fim de avaliar a profundidade e qualidade da
sequéncia sequenciada.

As variantes identificadas nos genes COL1Al1 e COL1A2 foram classificadas
de acordo com o efeito na proteina de colageno tipo | como defeitos quantitativos ou
gualitativos. Variantes em sitio de splicing, insercfes, dele¢cbes, INDEL
(insercao+delecdo), frameshifts e codons de parada prematuros foram classificadas
como quantitativos. Ja os defeitos qualitativos foram categorizados em variantes que

causam substituicdes de aminoacidos (missense) ou uma duplicacdo de aminoacidos.

6.4.3. Sequenciamento por Sanger
As variantes identificadas no NGS foram confirmadas através do
sequenciamento por eletroforese capilar de Sanger que € considerado padrdao ouro

para esse tipo de diagnoéstico. O DNA do paciente e, quando possivel, de seus pais



37

foram analisados apenas para a respectiva variante identificada para andlise de
segregacao.

Para o sequenciamento, primers especificos foram desenhados com auxilio da
plataforma Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Apds a
reacdo de PCR e a visualizagdo em gel de agarose 2%, os amplicons foram
purificados utilizando enzimas (Exonuclease | e Shrimp Alkaline Phosphatase) e, a
seguir, a reacdo de sequenciamento foi preparada na Unidade de Pesquisa
Laboratorial (UPL) do Centro de Pesquisa Experimental do HCPA e a eletroforese
capilar realizada no analisador genético ABI 3500 (Applied Biosystems). Para
interpretacdo dos resultados de sequenciamento foram utilizados os programas
FinchTV (verséo 1.4) e Bioedit. Todas as alteracdes de sequéncia foram confirmadas

em ambas as fitas de DNA.

6.4.4. Dados clinicos

Os dados clinicos foram obtidos através de um formulario padrao, contendo os
seguintes campos: sexo, data de nascimento, altura, histéria familiar, esclera azul e
dentinogénese imperfeita. A altura foi convertida em z-scores especificos para idade

e sexo usando a ferramenta da Organiza¢cdo Mundial da Saude (AnthroPlus).

6.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados no programa IBM SPSS Statistics verséo 27.0 para
Windows. Para testar a normalidade dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk.
Os resultados foram apresentados por meio de distribuicdes absoluta e relativa. Os
testes qui-quadrado de Pearson, exato de Fisher e teste U de Mann Whitney foram
usados para comparar os defeitos na proteina nos genes COL1A1 e COL1A2 com as
informacdes clinicas.

A comparacao de variaveis qualitativas (género, dentinogénese imperfeita,
esclera azulada, gravidade do fendtipo, tipo de Ol e histéria familiar) com o tipo de
defeito na proteina foi realizada através dos testes de qui-quadrado de Pearson e
exato de Fisher. Ja a comparacéo de variaveis quantitativas (estatura e escore z de
estatura) foi realizada através do teste U de Mann Whitney. Foram considerados

significativos valores de p <0,001.
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6.6 CONSIDERAGCOES ETICAS
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA (CAAE
47277215.8.1001.5327), centro coordenador do estudo sob numero: 2015-0632, e

também nos Centros participantes.
Todos o0s pacientes e/ou responsaveis assinaram termo de consentimento livre

e esclarecido especifico para participacdo no estudo (Apéndices A, B e C).
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7. RESULTADOS
7.1 ARTIGO 1 - Genetic analysis of Osteogenesis Imperfecta in a large Brazilian cohort
O artigo resultante desse trabalho sera submetido na revista Bone que possui
fator de impacto de 4,983. A Bone aborda artigos originais e revisdes sobre
aspectos basicos, translacionais e clinicos do metabolismo mineral e 6sseo.
Diversos estudos sobre osteogénese imperfeita ja foram publicados nesta

revista, desde a abordagem genética até a clinica.
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8. CONCLUSOES

O diagnostico molecular de Ol desempenha um papel importante para o
entendimento da fisiopatologia e aconselhamento genético. O presente estudo
permitiu identificar variantes patogénicas relacionadas a Ol em 77,6% dos casos
analisados. As variantes foram inicialmente identificadas através de um painel de
sequenciamento de nova geracao, e quando necessario, foram confirmadas através
do sequenciamento de Sanger. Dentre essas variantes, 88,4% estavam presentes nos
genes COL1A1 e COL1A2 e 11,6% nos demais genes relacionados a Ol, resultados
semelhantes a outros observados na literatura. A identificagdo de variantes neste
estudo levou a descoberta de 25 alteracbes em diferentes genes que ainda nao
haviam sido descritas na literatura, demonstrando a importancia do uso e da
aplicabilidade do painel de sequenciamento de nova geracao. O uso do NGS também
possibilitou o diagnéstico de 77,6% da amostra, uma taxa significativa para doencas
como a Ol que pode ser causada por variantes em diversos genes.

Com relacdo a associacdo gendtipo-fenétipo em casos de alteracfes dos
genes COL1Al e COL1A2, foi possivel observar que individuos que possuiam
variantes quantitativas tendem a demonstrar um fenétipo mais leve, enquanto
variantes qualitativas se associam a fendtipos mais graves, dado ja observado
anteriormente na literatura.A taxa de consanguinidade entre 0s casos recessivos €
similar a outros estudos feitos no pais, inclusive de outras patologias genéticas, que
demonstram essa alta principalmente em regides mais remotas. Levando em
consideragcao a alta taxa de consanguinidade e casos como os identificados neste
estudo no gene FKBP10, em que se observa a mesma variante em individuos nao
relacionados de uma mesma regido geografica, conclui-se que ha a necessidade de
ampliar a investigacdo devido ao possivel efeito fundador que pode ter levado a essa

concentracéo de casos.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Patologias como a Ol que estdo ligadas a diversos genes envolvem uma
investigacdo minuciosa, bem planejada e criteriosa. No Brasil, a utilizacdo de um
laboratério centralizado para realizar o diagndstico molecular, estabelecendo
protocolos para testes moleculares, agiliza os resultados e ajuda a conhecer o perfil
genético da populacéo brasileira de Ol. Estudos com grandes coortes permitem a
associacao de fatores genéticos ao fenotipo, compreender a fisiopatologia da Ol, além
de trazer a possibilidade de aconselhamento genético para as familias afetadas. Os
resultados deste estudo foram semelhantes a outras popula¢gfes estudadas, porém
algumas variantes descritas apenas em nossa populacdo ou isoladas requerem
estudos adicionais. Em alguns casos identificamos variantes semelhantes e de
heranca autossdmica recessiva em individuos ndo relacionados em uma mesma
regido geografica levando ao questionamento de um possivel efeito fundador o que
devera ser explorado em estudos futuros.

O presente estudo levantou questionamentos para que sejam realizadas mais
pesquisas genéticas na populacdo brasileira com relacdo as variantes identificadas
em genes de heranca autossdmica recessiva, onde a taxa de consanguinidade foi
mais elevada e a possibilidade de efeito fundador foi levantada. Além disso, ha
necessidade de continuar a investigar os demais casos em que nao foi possivel

identificar a variante associada a patologia pela metodologia usada neste estudo.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os Pais do

Paciente

Voceés, pais, e seu filho (a) estdo sendo convidados a participar do projeto de
pesquisa “Rede Brasileira de Osteogénese Imperfeita®. Este projeto pretende
estruturar uma rede nacional organizada de referéncia para investigacéo, diagnostico
e tratamento da osteogénese imperfeita (Ol) no Brasil. O projeto sera realizado em
colaboracédo com centros de referéncia para tratamento de Ol de diferentes estados
brasileiros.

Um dos objetivos deste projeto é implementar um registro de osteogénese
imperfeita no Brasil. Atualmente, ndo ha dados nacionais disponiveis sobre o nimero
de casos atendidos nos centros de referéncia, tipo de terapia utilizada e resultados do
tratamento. Esta base de dados pertencerd a Rede Brasileira de Osteogénese
Imperfeita, que tem sua coordenacédo localizada no Servigco de Genética Médica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Ao aceitar participar, sera preenchido um formulario com informagdes médicas
de seu filho (a) bem como de sua familia. Dados clinicos como estatura, peso e
deformidades Osseas serdo anotados. Dados de exames realizados rotineiramente
como raio X, densitometria 0ssea e exames cardioldgicos serdo coletados para este
estudo. Fotografias poderéo ser realizadas no decorrer do estudo.

O potencial desconforto da participacdo nesta etapa do estudo é apenas o
tempo necessario para o preenchimento do formulario, que ocorrera durante a
consulta médica de rotina (cerca de 30 minutos).

Estas informacdes poderdo néo trazer beneficios diretos para voceés, seu filho
(&) neste momento, mas o conhecimento acumulado sobre todos os individuos
participantes, assim como, sobre o uso de medicamentos, o desenvolvimento fisico e
mental e os aspectos, clinicos, cirdrgicos e genéticos, ajudard os profissionais que
atendem pacientes com osteogénese imperfeita a melhorar o tratamento dispensado.

Nesta base de dados, também esta prevista a criacdo de um repositorio de
material genético (DNA), que sera usado para investigacdo de causas genéticas da
Ol. Este material sera armazenado no Servigo de Genética Médica do HCPA, em
condi¢cdes apropriadas e ficara disponivel para os pesquisadores dos hospitais

participantes deste projeto.
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Por isso, vocés, pais, e seu filho (a) estdo sendo convidados a realizar uma
coleta de 5mL de sangue (cerca de uma colher de cha) para extracdo de DNA. A partir
do sangue coletado serdo realizadas analises laboratoriais que permitirdo verificar
caracteristicas genéticas associadas a osteogénese imperfeita. O material coletado
serd armazenado de forma codificada. Este material, além de ser utilizado neste
estudo, podera ser utilizado em outros estudos relacionados a Ol. Neste caso, um
novo projeto de pesquisa sera submetido para apreciacio do Comité de Etica em
Pesquisa institucional e, se for o caso, pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa,
e vocé sera chamado para reconsentir com o uso do material.

Os potenciais riscos para esta etapa do estudo estdo relacionados a coleta do
material biolégico. A coleta de sangue sera realizada por profissional habilitado, mas
pode ocasionar dor e manchas roxa no local que desaparecem em poucos dias.

Esta base de dados nao trard informacdes diretas para o atendimento de seu
filho (a). Entretanto, quando os testes genéticos realizados detectarem informacdes
gue possam ser importantes para ele (a) e/ou para a familia, estas informacdes seréo
repassadas a vOcé e VOcés receberdo aconselhamento.

Vocés poderdo solicitar a retirada das informacfes e do material genético a
gualquer momento, bastando solicitar por escrito ao responséavel pelo projeto.

Os pesquisadores se comprometem a manter a confidencialidade de dados de
identificacdo pessoal dos participantes, incluindo as fotografias, e os resultados serao
divulgados de maneira agrupada sem a identificacéo dos individuos que participaram
do estudo.

A participacdo no estudo é totalmente voluntaria. A ndo participacdo ou
desisténcia apés ingressar no estudo ndo implicara em nenhum tipo de prejuizo ao
atendimento que recebem ou venham a receber na instituicéo.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participacao no estudo e os
participantes nao terdo nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Qualquer duvida podera ser esclarecida antes e durante o curso do estudo com
Dra. Témis Maria Félix, pesquisadora responsavel, pelo telefone (51) 33598011.

O Comité de Etica em Pesquisa podera ser contatado para esclarecimento de
duvidas, no 2° andar do HCPA, sala 2227, ou atraveés do telefone (51) 33597640, das
8h as 17h, de segunda a sexta.

Este termo foi elaborado em duas vias, sendo que uma delas entregue ao

participante e a outra mantida com o grupo de pesquisadores.
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Consentimento livre e esclarecido:

Apoés ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
métodos, potenciais beneficios, potenciais riscos e o incbmodo que esta possa
acarretar:

() Concordo em participar e autorizo a participacdo do meu filho (a) no presente
estudo apenas na coleta de informacdes e fotografias para a base de dados clinicos
e familiais , sem coleta de material biolégico (sangue).

() Concordo em participar e autorizo a participagcdo do meu filho (a) no presente
estudo na coleta de informacdes e fotografias para a base de dados clinicos e familiais
e com coleta de material biolégico (sangue).

() Concordo em participar e autorizo a participacdo do meu filho (a) no presente
estudo na coleta de informacdes e fotografias para a base de dados clinicos e familiais
e com coleta de material biol6gico (sangue) e armazenamento para uso em pesquisas

futuras.

Nome do paciente:

Assinatura:

(Se aplicavel)

Nome da mae:

Assinatura:

Nome do pai:

Assinatura:

Nome do pesquisador:

Assinatura:

Local e data:
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Paciente Maior de
Idade

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “Rede Brasileira
de Osteogénese Imperfeita”. Este projeto pretende estruturar uma rede nacional
organizada de referéncia para investigacao, diagnostico e tratamento da osteogénese
imperfeita (Ol) no Brasil. O projeto sera realizado em colaboracdo com centros de
referéncia para tratamento de Ol de diferentes estados brasileiros.

Um dos objetivos deste projeto é implementar um registro de osteogénese
imperfeita no Brasil. Atualmente, ndo ha dados nacionais disponiveis sobre o numero
de casos atendidos nos centros de referéncia, tipo de terapia utilizada e resultados do
tratamento. Esta base de dados pertencera a Rede Brasileira de Osteogénese
Imperfeita, que tem sua coordenagéo localizada no Servigo de Genética Médica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Ao aceitar participar, sera preenchido um formulario com informacfes médicas
suas bem como de sua familia. Dados clinicos como estatura, peso e deformidades
0sseas serdo anotados. Dados de exames realizados rotineiramente como raio X,
densitometria 0ssea e exames cardiolégicos serdo coletados para este estudo.
Fotografias poderao ser realizadas no decorrer do estudo.

O potencial desconforto da participacdo nesta etapa do estudo é apenas o
tempo necesséario para o preenchimento do formulério, que ocorrera durante a
consulta médica de rotina (cerca de 30 minutos).

Estas informacGes poderdo nado trazer beneficios diretos para vocé neste
momento, mas o conhecimento acumulado sobre todos os individuos participantes,
assim como, sobre o uso de medicamentos, o desenvolvimento fisico e mental e os
aspectos, clinicos, cirdrgicos e genéticos, ajudard os profissionais que atendem
pacientes com osteogénese imperfeita a melhorar o tratamento dispensado.

Nesta base de dados, também esta prevista a criacdo de um repositorio de
material genético (DNA), que sera usado para investigacdo de causas genéticas da
Ol. Este material sera armazenado no Servico de Genética Médica do HCPA, em
condi¢cdes apropriadas e ficara disponivel para os pesquisadores dos hospitais
participantes deste projeto.

Por isso, vocé esta sendo convidado a realizar uma coleta de 5mL de sangue

(cerca de uma colher de chd) para extracéo do DNA. A partir do sangue coletado serao
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realizadas analises laboratoriais que permitirdo verificar caracteristicas genéticas
associadas a osteogénese imperfeita. O material coletado sera armazenado de forma
codificada. Este material, além de ser utilizado neste estudo, podera ser utilizado em
outros estudos relacionados a Ol. Neste caso, um novo projeto de pesquisa sera
submetido para apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa institucional e, se for o
caso, pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa, e vocé sera chamado para
reconsentir com o uso do material.

Os potenciais riscos para esta etapa do estudo estéo relacionados a coleta do
material biolégico. A coleta de sangue sera realizada por profissional habilitado, mas
pode ocasionar dor e manchas roxa no local que desaparecem em poucos dias.

Esta base de dados ndo trara informacfes diretas para o seu atendimento.
Entretanto, quando os testes genéticos realizados detectarem informacfes que
possam ser importantes para vocé, estas informacgdes serdo repassadas a vocé e
vocé recebera aconselhamento.

Vocé podera solicitar a retirada das informacbes e do material genético a
gualquer momento, bastando solicitar por escrito ao responsavel pelo projeto.

Os pesquisadores se comprometem a manter a confidencialidade de dados de
identificacdo pessoal dos participantes, incluindo as fotografias, e os resultados serao
divulgados de maneira agrupada sem a identificacao dos individuos que participaram
do estudo.

A participagdo no estudo é totalmente voluntaria. A ndo participacdo ou
desisténcia apés ingressar no estudo nao implicara em nenhum tipo de prejuizo ao
atendimento que vocé recebe ou venha a receber na instituicao.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participacéo no estudo e os
participantes n&do terdo nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Qualquer duvida podera ser esclarecida antes e durante o curso do estudo com
Dra. Témis Maria Félix, pesquisadora responsavel, pelo telefone (51) 33598011.

O Comité de Etica em Pesquisa podera ser contatado para esclarecimento de
duvidas, no 2° andar do HCPA, sala 2227, ou através do telefone (51) 33597640, das
8h as 17h, de segunda a sexta.

Este termo foi elaborado em duas vias, sendo que uma delas entregue ao
participante e a outra mantida com o grupo de pesquisadores.

Consentimento livre e esclarecido:
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Apoés ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
métodos, potenciais beneficios, potenciais riscos e o incbmodo que esta possa
acarretar:

() Concordo em participar no presente estudo apenas na coleta de informacdes e
fotografias para a base de dados clinicos e familiais, sem coleta de material biolégico
(sangue).

( ) Concordo em patrticipar no presente estudo na coleta de informacdes e fotografias
para a base de dados clinicos e familiais e com coleta de material biologico (sangue).
( ) Concordo em participar no presente estudo na coleta de informacdes e fotografias
para a base de dados clinicos e familiais e com coleta de material biolégico (sangue)

€ armazenamento para uso em pesquisas futuras.

Nome do participante:

Assinatura:

Nome do pesquisador:

Assinatura:

Local e data:
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os Responsaveis

pelo Paciente

O menor pelo qual vocé é responsavel estd sendo convidado a participar do
projeto de pesquisa “Rede Brasileira de Osteogénese Imperfeita”. Este projeto
pretende estruturar uma rede nacional organizada de referéncia para investigacéao,
diagnostico e tratamento da osteogénese imperfeita (Ol) no Brasil. O projeto sera
realizado em colaboracdo com centros de referéncia para tratamento de OI de
diferentes estados brasileiros.

Um dos objetivos deste projeto é implementar um registro de osteogénese
imperfeita no Brasil. Atualmente, ndo ha dados nacionais disponiveis sobre o numero
de casos atendidos nos centros de referéncia, tipo de terapia utilizada e resultados do
tratamento. Esta base de dados pertencerd a Rede Brasileira de Osteogénese
Imperfeita, que tem sua coordenacédo localizada no Servico de Genética Médica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Ao aceitar a participacdo, sera preenchido um formulario com informacdes
médicas do menor sob sua responsabilidade bem como de sua familia. Dados clinicos
como estatura, peso e deformidades Osseas serdo anotados. Dados de exames
realizados rotineiramente como raio x, densitometria 6ssea e exames cardiol6gicos
serdo coletados para este estudo. Fotografias poderéo ser realizadas no decorrer do
estudo.

O potencial desconforto da participacdo nesta etapa do estudo é apenas o
tempo necessario para o preenchimento do formulario, que ocorrerd durante a
consulta médica de rotina (cerca de 30 minutos).

Estas informacdes poderdo nédo trazer beneficios diretos para o menor sob sua
responsabilidade neste momento, mas o conhecimento acumulado sobre todos os
individuos participantes, assim como, sobre o uso de medicamentos, 0
desenvolvimento fisico e mental e os aspectos, clinicos, cirdrgicos e genéticos,
ajudara os profissionais que atendem pacientes com osteogénese imperfeita a
melhorar o tratamento dispensado.

Nesta base de dados, também estd prevista a criacdo de um repositorio de
material genético (DNA), que seré usado para investigacdo de causas genéticas da

Ol. Este material sera armazenado no Servico de Genética Médica do HCPA, em
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condi¢cdes apropriadas e ficara disponivel para os pesquisadores dos hospitais
participantes deste projeto.

Por isso, 0 menor sob sua responsabilidade esta sendo convidado a realizar
uma coleta de 5mL de sangue (cerca de uma colher de chd) para extracdo de DNA.
A partir do sangue coletado serdo realizadas andlises laboratoriais que permitirdo
verificar caracteristicas genéticas associadas a osteogénese imperfeita. O material
coletado sera armazenado de forma codificada. Este material, além de ser utilizado
neste estudo, podera ser utilizado em outros estudos relacionados a Ol. Neste caso,
um novo projeto de pesquisa sera submetido para apreciacdo do Comité de Etica em
Pesquisa institucional e, se for o caso, pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa,
e vocé sera chamado para reconsentir com o uso do material.

Os potenciais riscos para esta etapa do estudo estéo relacionados a coleta do
material bioldgico. A coleta de sangue sera realizada por profissional habilitado, mas
pode ocasionar dor e manchas roxa no local que desaparecem em poucos dias.

Esta base de dados ndo trara informacdes diretas para o atendimento do menor
sob sua responsabilidade. Entretanto, quando os testes genéticos realizados
detectarem informacdes que possam ser importantes para ele e/ou para a familia,
estas informagdes serdo repassadas a vocé e vocés receberdo aconselhamento.

Vocé podera solicitar a retirada das informacdes e do material genético do
menor pelo qual é responsavel a qualquer momento, bastando solicitar por escrito ao
responsavel pelo projeto.

Os pesquisadores se comprometem a manter a confidencialidade de dados de
identificacdo pessoal dos participantes, incluindo as fotografias, e os resultados seréo
divulgados de maneira agrupada sem a identificacdo dos individuos que participaram
do estudo.

A participagdo no estudo é totalmente voluntaria. A ndo participacdo ou
desisténcia apés ingressar no estudo nao implicard em nenhum tipo de prejuizo ao
atendimento que ele recebe ou venha a receber na instituicao.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo no estudo e 0s
participantes n&do terdo nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Qualquer duvida podera ser esclarecida antes e durante o curso do estudo com

Dra. Témis Maria Félix, pesquisadora responsavel, pelo telefone (51) 33598011.
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O Comité de Etica em Pesquisa podera ser contatado para esclarecimento de
davidas, no 2° andar do HCPA, sala 2227, ou através do telefone (51) 33597640, das
8h as 17h, de segunda a sexta.

Este termo foi elaborado em duas vias, sendo que uma delas entregue ao
participante e a outra mantida com o grupo de pesquisadores.

Consentimento livre e esclarecido:

Apoés ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
métodos, potenciais beneficios, potenciais riscos e o incbmodo que esta possa
acarretar:

() Concordo com a participacdo do menor sob minha responsabilidade no presente
estudo apenas na coleta de informacdes e fotografias para a base de dados clinicos
e familiais, sem coleta de material biologico (sangue).

( ) Concordo com a participacdo do menor sob minha responsabilidade no presente
estudo na coleta de informacdes e fotografias para a base de dados clinicos e familiais
e com coleta de material bioldgico (sangue).

( ) Concordo com a participacdo do menor sob minha responsabilidade no presente
estudo na coleta de informacdes e fotografias para a base de dados clinicos e familiais
e com coleta de material biolégico (sangue) e armazenamento para uso em pesquisas

futuras.

Nome do participante:

Assinatura:

(Se aplicavel)

Nome do responsavel:

Assinatura:

Nome do pesquisador:

Assinatura:

Local e data:




