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Resumo

Fernandes AM. Diagnostico molecular de osteogénese imperfeita através do
sequenciamento paralelo em larga escala de 15 genes candidatos [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2019.

Osteogénese imperfeita (Ol) € um conjunto de displasias esqueléticas hereditérias,
heterogéneas dos pontos de vista clinico e genético. A maioria dos casos resulta de
defeitos no colégeno tipo 1, entretanto diversos outros genes candidatos vém sendo
descritos. Néo ha definicéo de critérios minimos para o diagnéstico clinico de Ol, portanto
0 diagnostico molecular vem permitir precisdao diagnéstica, e melhor compreensédo
fisiopatoldgica e progndstica. O objetivo deste estudo foi identificar o diagndstico
molecular da Ol através da analise de genes candidatos por sequenciamento paralelo em
larga escala (SPLE), buscando-se associar caracteristicas clinicas ao achado molecular.
Para tanto, as regides codificadoras e jungdes intron-éxon dos 15 genes candidatos
COL1Al, COL1A2, CRTAP, P3H1, PPIB, SERPINH1, FKBP10, PLOD2, BMP1,
IFITM5, SERPINF1, WNT1, TMEM38B, SP7 e CREB3L1 foram capturadas e
sequenciadas por SPLE na plataforma Illumina. Variantes genéticas raras (frequéncia
alélica <0,5%) com alto impacto sobre a proteina codificada foram confirmadas por
sequenciamento Sanger e submetidas a analise de segregacdo familiar, quando possivel.
Variantes do nimero de cdpias génicas foram buscadas utilizando-se o software
CONTRA e confirmadas por array citogendmico. Foram incluidos no estudo 49
individuos com Ol, correspondendo a 30 casos isolados e 8 casos familiares, em sua
maioria adultos (82%), com mediana de idade de 24 anos. O acometimento esquelético
era leve em 37% dos individuos, moderado em 30% e grave em 33%. O SPLE foi
realizado em todos os 49 pacientes da coorte, com cobertura média entre 354 a 1382
leituras, e superior a 50 em 99% das regibes-alvo. Identificou-se o diagndstico molecular
em 37 dos 38 casos (97%). Em 18 casos foram encontradas variantes em COL1AL e em
9 casos em COL1A2, totalizando 71% dos casos com defeito no colageno tipo 1. Variantes
nos demais genes candidatos foram encontradas em 10 casos isolados: SERPINF1 (n=2),
FKBP10 (n=2), PLOD2 (n=2), IFITM5 (n=1), P3H1 (n=1), TMEM38B (n=1) e WNT1 +
P3H1 (n=1). Apenas uma variante de numero de copias foi encontrada (delecéo dos éxons
1 e 2 de TMEMB38B). Das 42 variantes encontradas, 23 ja foram descritas anteriormente
em associagéo a Ol e 19 s&o variantes novas. As variantes em COL1Al e COL1A2 (56%

envolvendo troca de glicina) estdo dispersas ao longo das proteinas e associadas a grande



variabilidade fenotipica, como demonstrado pela variante COL1A2 p.(Gly772Ser)
encontrada em trés casos ndo relacionados com quadros clinicos diversos. Ndo foram
encontradas variantes genéticas adicionais que pudessem explicar a variabilidade
fenotipica. Variantes nos genes ndo colagenos estiveram associados a Ol de maior
gravidade (p=0,012), variantes em COL1A1 & manifestacdo de esclera azulada (p=0,009),
e, dentre as variantes de COL1A1 e COL1A2, aquelas que resultaram em substituicdo de
glicina estiveram associadas a dentinogénese imperfeita (p=0,003). Concluindo, este
estudo demonstra que o diagndstico molecular de Ol por SPLE é eficaz. Frente a
literatura, encontrou-se maior propor¢do de defeitos em genes ndo colagenos, que pode
ser atribuida a gravidade dos pacientes incluidos ou a caracteristicas da Ol no Brasil, ja
que nossa populacdo é pouco estudada do ponto de vista molecular. Espera-se que a
precisdo diagnostica possibilitada pelo SPLE venha permitir tratamento e seguimento

personalizados aos individuos com OI.

Descritores: osteogénese imperfeita; diagnostico; genética; sequenciamento de
nucleotideos em larga escala; colageno tipo I; fraturas 6sseas.



Abstract

Fernandes AM. Molecular diagnosis of osteogenesis imperfecta through massively
parallel sequencing of 15 candidate genes [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo”; 2019.

Osteogenesis imperfecta (OI) is a clinically and genetically heterogeneous group of
hereditary bone dysplasias. Even though most cases result from defects in type 1 collagen,
several other candidate genes are arising. There is no definition of clinical criteria for the
diagnosis of Ol, hence the advent of molecular diagnosis may allow diagnostic precision,
and better understanding of pathophysiology and prognosis. The objective of this study
was to identify the molecular diagnosis of Ol through the molecular analysis of candidate
genes using massively parallel sequencing (MPS), and to associate clinical manifestations
to the molecular findings. For these purposes, the coding regions and exon-intron
boundaries of the 15 candidate genes COL1Al, COL1A2, CRTAP, P3H1, PPIB,
SERPINH1, FKBP10, PLOD2, BMP1, IFITM5, SERPINF1, WNT1, TMEM38B, SP7 and
CREB3L1 were captured and sequenced in the Illumina platform. Rare genetic variants
(allelic frequency < 0.5%) impacting on the codified protein were confirmed by Sanger
sequencing and submitted to segregation analysis when possible. Copy number variants
(CNV) were sought using CONTRA and confirmed by SNP array. Forty-nine individuals
with Ol were included, corresponding to 30 sporadic and 8 familial cases, being mostly
adults (82%) with a median of 24 years of age. Ol was mild in 37% of individuals,
moderate in 30% and severe in 33%. All 49 patients were analyzed by MPS, with mean
coverage ranging from 354 to 1382 reads, and >50 depth in 99% of target regions. A
molecular diagnosis was obtained in 37 out of 38 cases (97%). COL1AL variants were
found in 18 cases, and COL1A2 variants in 9 cases, meaning that 71% of cases had type
1 collagen-related Ol. Variants in the other candidate genes were found in 10 sporadic
cases: SERPINF1 (n=2), FKBP10 (n=2), PLOD2 (n=2), IFITM5 (n=1), P3H1 (n=1),
TMEM38B (n=1) and WNT1 + P3H1 (n=1). Only one CNV was found (deletion of exons
1 and 2 of TMEM38B). Among the 42 identified variants, 23 had already been reported
in association to Ol and 19 are novel variants. Identified COL1A1 and COL1AZ2 variants
(56% glycine substitution) are scattered throughout the proteins, and associated to wide
phenotypic variability, as demonstrated by the COL1A2 p.(Gly772Ser) variant found in
three unrelated cases with different clinical presentations. Additional genetic variants that
could help explain the phenotypic variability were not found. Variants in non-collagen



genes were associated to severe Ol (p=0.012), variants in COL1Al to blue sclerae
(p=0.009), and, amongst COL1A1 and COL1A2 variants, those resulting in glycine
substitution were associated to dentinogenesis imperfecta (p=0.003). In conclusion, this
study shows that the molecular diagnosis of Ol through MPS is effective. In comparison
to the literature, a higher proportion of non-collagen defects was found, which can be due
to the Ol severity of included patients or to a peculiarity of Ol in Brazil, given that our
population is underrepresented in molecular studies of Ol. Hopefully, the diagnostic
precision enabled by MPS will allow personalized treatment and follow-up of individuals
with Ol.

Descriptors: osteogenesis imperfecta; diagnosis; genetics; high-throughput nucleotide
sequencing; type I collagen; fractures, bone.



1. Introducéo

Osteogénese imperfeita (Ol) € um conjunto de displasias esqueléticas hereditérias,
heterogéneas dos pontos de vista clinico e genético (Marini et al., 2017; Rauch &
Glorieux, 2004). Clinicamente se caracteriza por fraturas de fragilidade, baixa massa
Ossea, deformidades Osseas e prejuizo no crescimento, com gravidade variando desde
casos letais, com fraturas intrauterinas, a casos leves com algumas fraturas sem
deformidades ou perda de funcionalidade. Manifestagdes tipicas extraesqueléticas podem
estar presentes como a esclera azulada, dentinogénese imperfeita (DGI), hiperelasticidade
de ligamentos e pele, perda auditiva e prejuizo de fungdo cardio-pulmonar. A incidéncia
é estimada em aproximadamente 1 a cada 10.000 nascimentos (Forlino et al., 2011).

A causa da maioria dos casos de osteogénese imperfeita reside direta ou
indiretamente em alteracGes do colageno tipo 1, proteina mais abundante na matriz 6ssea,
que vao desde anormalidades em sua estrutura primaria, alteracfes quantitativas da
proteina, modificacdes pds-traducionais em sua estrutura terciaria, transporte intracelular
e incorporacdo a matriz (Forlino et al., 2011). Mais recentemente, vias fisiopatoldgicas
independentes do colageno tipo 1, como defeitos em fatores locais da mineralizacdo 6ssea
ou na diferenciacdo de osteoblastos, foram descritas, expandindo as bases moleculares da
Ol (Tabela 1). Mais de 1500 variantes patogénicas nos genes COL1A1 e COL1A2, que
codificam as cadeias al e a2 do colageno tipo 1, ja foram identificadas, além de variantes

patogénicas em outros genes relacionados a Ol.



Tabela 1 - Genes associados a osteogénese imperfeita

Gene ID transcrito E)((r(]))ns Tra(r;sg:)nto Pr(();g;na Heranga Fenotipo Defeito fisiopatologico
COL1A1 ENSTO00000225964 51 6727 1464 AD Leve a letal Colageno tino 1
COLIA2 ENST00000297268 52 5411 1366 AD genotip
CRTAP ENST00000320954 7 6630 401 AR Grave a letal 34-hidroxilacio do

P3H1 ENST00000236040 14 2993 804 AR Oéolé eno tig 01

PPIB___ ENST00000300026 5 1081 216 AR Moderado a letal genoip

SERPINH1 ENST00000524558 5 3391 418 AR Grave )
FKBP10 ENST00000321562 10 2658 582 AR Deformidades progressivas, Chapem”t?;gi colageno
PLOD2  ENST00000282903 20 3732 758 AR Sd. de Bruck
BMP1 ENST00000306385 20 4229 986 AR Moderadp a_grave,_a}ssomado a Cllvagem do prope,ptldeo
hérnia umbilical C-terminal do colageno
Histologia em malha,
IFITM5  ENST00000382614 2 736 132 AD calcificacdo de membrana Controle local da
interossea e calo hipertrofico ineralizach
Histologia em escamas de mineralizacao
SERPINF1 ENST00000254722 8 1548 418 AR oeixe
WNTL  ENST00000293549 4 1185 370 AR Moderado, deformidades /., 4o sinalizacio WNT
progressivas
TMEM38B ENST00000374692 6 3525 291 AR Moderado a grave Diferenciacdo de
SP7 ENST00000536324 3 3148 418 AR Moderado osteoblastos
CREB3L1 ENST00000529193 12 2687 519 AR Grave a letal Regulagdo da expressdo de

COL1A1

Atualizado a partir de (Marini et al., 2017) e Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM). ID transcrito, identificador do transcrito principal na
base de dados Ensembl; pb, pares de bases; aa, aminoacidos; AD, autossdmica dominante; AR, autossdmica recessiva.



1.1. Fisiopatologia da Ol

A busca pelo diagnostico molecular em individuos com Ol ampliou marcadamente
0 conhecimento sobre a sua fisiopatologia. Inicialmente, Ol foi atrelada a defeitos da
composicao da matriz 0ssea, diretamente ou indiretamente relacionados ao colageno tipo
1. Entretanto, com o maior conhecimento das bases moleculares da Ol, sabe-se hoje que
a doenca também pode decorrer de alteracGes da mineralizacdo da matriz 6ssea ou da
funcdo dos osteoblastos. Em 2017, Marini e colaboradores propuseram cinco vias
fisiopatoldgicas principais que levam ao quadro clinico de Ol, envolvendo os genes

associados a doenca (Figura 1) (Marini et al., 2017).
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Figura 1 - Mecanismos fisiopatologicos da Ol
Esquema ilustrativo baseado nos mecanismos fisiopatoldgicos propostos por Marini e
coautores em 2017 (Marini et al., 2017).



1.1.1. Defeitos primarios da estrutura e processamento do colageno tipo 1

O colageno tipo 1 é formado a partir do pré-colageno, um heterodimero composto
por duas cadeias pré-al ¢ uma cadeia pro-a2, codificadas pelos genes COL1ALl e COL1A2
respectivamente. O posicionamento do aminoacido glicina a cada trés residuos permite a
estrutura espacial em tripla-hélice (Myllyharju & Kivirikko, 2004). O pré-colageno sofre
diversas modificacdes pds-traducionais até ser incorporado a matriz 6ssea.

Variantes com ganho de parada nos genes COL1Al e COL1A2, deflagrando
mecanismo de controle de qualidade de RNAm e levando a producdo de menor
quantidade de cadeias a, resultam em defeito quantitativo de colageno tipo 1. O quadro
clinico resultante ¢ leve, no qual as fraturas se iniciam com a deambulacdo e diminuem
apos a puberdade. Esclera azulada e perda auditiva sdo comuns (Willing et al., 1996).

Alteracdes qualitativas ou estruturais do colageno tipo 1, frequentemente por
substituicdo da glicina (80%) ou alteracdes de splicing (20%) prejudicam a formacéo da
tripla-hélice, alterando a estrutura da proteina e consequentemente prejudicando a
secre¢do e processamento do colageno (Marini et al., 2007). Acredita-se que a formacéo
de cadeias defeituosas de colageno no reticulo endoplasmatico ative respostas de controle
de qualidade que resultem em estresse local e até mesmo apoptose (Forlino et al., 2011).
Ainda, a alteracdo da composicdo proteica da matriz extracelular resultante do defeito
estrutural do colageno interfere na interacdo entre as fibrilas, na mineralizacdo e na
sinalizacdo entre ostedcitos, osteoblastos, osteoclastos e matriz. A gravidade da
repercussao celular e tecidual depende do defeito molecular encontrado justificando a
variabilidade fenotipica de quadros com poucas fraturas e sem deformidades a quadros
letais (Ben Amor et al., 2011; Rauch et al., 2010).

Variantes patogénicas nos genes do colageno tipo 1 apresentam padrdo de heranca

autossdmica dominante. A melhor compreensdo das modificacdes pds-traducionais do



colageno permitiu esclarecer a fisiopatologia de casos raros de Ol néo relacionados a

variantes patogénicas nos genes COL1Al e COL1A2, com heranga autossémica recessiva.

1.1.2. Defeitos na modificacao pds-traducional do colageno tipo 1

A coléageno 3-propil-hidroxilase € um complexo proteico composto por 3 proteinas
codificadas pelos genes CRTAP, P3H1 (LEPRE1l) e PPIB, presente no reticulo
endoplasmatico, responsavel por hidroxilar certos residuos prolina da molécula de
colageno permitindo a formacdo da estrutura em tripla-hélice da proteina. Variantes
patogénicas nesses genes levam a quadro clinico grave, com fragilidade dssea, fraturas
desde o nascimento, comprometimento da estatura e alto indice de mortalidade (Morello

et al., 2006; Cabral et al., 2007; van Dijk et al., 2009).

1.1.3. Defeitos no crosslinking e processamento do colageno tipo 1

Ainda no reticulo endoplasmético encontram-se chaperonas responsaveis pela
isomerizacao da prolina, também necessaria para a formacgdo da estrutura em tripla-hélice
do colageno tipo 1. Defeitos nas proteinas HSP47 e FKBP65, codificadas
respectivamente pelos genes SERPINH1 e FKBP10, levam a quadros clinicos moderados
a graves, com deformidades progressivas, baixa estatura e esclera e denticdo normais (
Christiansen et al., 2010; Alanay et al., 2010). A Sindrome de Bruck, doenga recessiva
caracterizada por contraturas congénitas e quadro grave de fragilidade 6ssea também esta
relacionada a variantes patogénicas nos genes FKBP10 e PLOD2. Como a gravidade das
contraturas € bastante variavel e a fragilidade 6ssea é sempre significativa, os diagnosticos
de Ol e Sindrome de Bruck se sobrepdem (Puig-Hervas et al., 2012; Leal et al., 2018).

O gene BMP1 codifica uma protease responsavel pela clivagem do propeptideo C-

terminal do pré-colageno tipo 1 para sua maturacdo em colageno tipo 1 apos secretado, e



estd envolvido na fisiopatologia de casos raros de Ol. Variantes patogénicas em
homozigose deste gene acarretam quadros graves da doenca com deformidades e

hiperflexibilidade articular (Martinez-Glez et al., 2012).

1.1.4. Defeitos na formacao e mineralizagdo 0ssea

Além das variantes patogénicas relacionadas as alteracdes poés-traducionais do
colageno, defeitos no controle local da mineralizacdo da matriz 6ssea podem resultar em
Ol. Uma variante patogénica na regidao 5’ ndo traduzida do gene IFITM5 gerando um
novo codon de inicio e adicionando 5 novos residuos a proteina, leva a ganho de funcao
e se relaciona a uma apresentacdo clinica especifica de Ol de heranca autossémica
dominante, podendo corresponder a cerca de 5% dos casos em algumas casuisticas (Cho
etal., 2012; Semler et al., 2012). A fragilidade 6ssea de moderada a grave € acompanhada
de calcificacdo da membrana interdssea do antebraco, luxacdo da cabeca do radio e banda
radiodensa metafisaria. Cerca de metade dos pacientes com essa variante patogénica
apresenta calos hiperplasicos na consolidacdo de fraturas e a histologia tipica em malha
(mesh-like) do osso lamelar esta presente em 100% dos casos (Glorieux et al., 2000). O
gene IFITM5 codifica uma proteina de membrana presente nos osteoblastos que postula-
se estar associada ao controle de mineralizacéo.

Variantes patogénicas no gene SERPINF1, com padrdo de heranca autossémico
recessivo, levam a deficiéncia de mineralizacdo 0ssea, com quadro de fragilidade 6ssea
moderada a grave, deformidades progressivas e histologia tipica do osso lamelar em
escamas de peixe. Tal gene codifica a proteina PEDF, que exerce papel na homeostase
6ssea incluindo o controle da mineralizacdo da matriz osteoide (Becker et al., 2011;

Homan et al., 2011).



1.1.5. Defeitos na diferenciacéo e funcéo dos osteoblastos

Alguns genes estdo relacionados a Ol por participarem da diferenciacdo dos
osteoblastos. O mecanismo mais bem compreendido é o do gene WNT1, que sintetiza
uma glicoproteina que interage com receptores de membrana LRP5 e LRPS6,
desencadeando a via de sinalizagdo da B-catenina que tem como resultado final a ativacdo
da expressao génica para a formacao dssea. Variantes patogénicas em heterozigose no
WNT1 foram relacionadas a quadros de osteoporose, enquanto que variantes patogénicas
em homozigose relacionam-se a quadros graves de Ol, com multiplas fraturas e baixa
estatura (Keupp et al., 2013; Laine et al., 2013; Palomo et al., 2014).

Variantes patogénicas no gene TMEMB38B, que codifica um canal catidnico presente
na membrana do reticulo endoplasmatico relacionado ao efluxo de calcio e esta envolvido
na diferenciacdo de osteoblastos, também se relacionam a casos de Ol. Nesses casos 0
quadro clinico é moderado, com deformidades dsseas progressivas. Esclera azulada pode
estar presente (Shaheen et al., 2012). Outro gene relacionado a diferenciacdo de
osteoblastos € o SP7, que codifica um fator de transcricdo do tipo dedos de zinco da
linhagem osteoblastica, levando a um quadro de Ol moderado a grave (Lapunzina et al.,
2010).

Ja 0 gene CREB3L1 codifica a proteina OASIS que, apos sofrer proteolise, libera
seu dominio N-terminal que se transloca até o nicleo ativando a expressao do gene
COL1AL. Em raros casos, delecdes em homozigose foram descritas em quadros graves

de Ol com alta taxa de mortalidade (Symoens et al., 2013).



1.2. Diagndstico clinico de Ol

As caracteristicas clinicas mais marcantes para o diagnéstico de Ol sdo a ocorréncia
de mudltiplas fraturas de fragilidade desde a infancia, presenca de deformidades
esqueléticas e déficit de crescimento (Forlino & Marini, 2016). Em radiografias pode-se
observar osteopenia difusa e deformidades ndo necessariamente observadas ao exame
fisico, como encurvamento de 0ssos longos, escoliose e cifose; além de fraturas vertebrais
assintomaticas. A densitometria dssea pode auxiliar o diagnéstico mostrando uma baixa
densidade mineral 6ssea para a idade (Forlino & Marini, 2016).

Quando a esclera azulada ou dentinogénese imperfeita (descoloracao e translucidez
dos dentes com predisposicdo a caries e quebra, DGI) estdo presentes, o diagnostico
clinico de Ol é mais facil. Entretanto, em muitos casos estes comemorativos podem estar
ausentes. Por outro lado, esclera azulada ou mais escura é comum em criancas saudaveis,
e nos pacientes com Ol ela tende a amenizar ou até desaparecer com o passar da idade.
Ja a DGI é mais comum na primeira denticdo, sendo rara na denticdo permanente (Rauch
& Glorieux, 2004). A perda auditiva progressiva € um elemento que corrobora o
diagnostico, mas comumente ocorre tardiamente, a partir da 2% a 42 décadas de vida.

O diagnostico de Ol se torna simples em individuos com histéria familiar positiva
ou com diversas caracteristicas clinicas, mas pode ser dificil se ndo houver familiares
afetados e a historia de fragilidade dssea ndo estiver associada as manifestacOes
extraesqueléticas tipicas. Nos quadros mais leves de Ol o quadro clinico pode ser
facilmente confundido com osteoporose de inicio precoce em adultos ou abuso fisico em
criancas. N&o existe consenso quanto a criterios clinicos minimos para o diagnostico de

Ol, o que torna dificil o diagnéstico em alguns casos.



1.3. Diagnéstico molecular de Ol

O diagndstico molecular de Ol foi inicialmente buscado através de culturas de
fibroblastos da derme obtidos de biopsia cutanea. Estudos mostraram que em culturas
celulares de pacientes com Ol os fibroblastos ndo apresentavam o formato fusiforme dos
fibroblastos controles, a densidade celular era menor quando se atingia uma confluéncia
celular nas culturas e a proliferacdo mais lenta (Boright et al., 1984). Posteriormente,
analisou-se a producéo de pro-colageno tipo 1 e colageno tipo 1 pelos fibroblastos em
cultura através da separacdo eletroforética das cadeias da proteina em gel de
poliacrilamida. Em um grupo notou-se a producdo de metade da quantidade esperada de
pré-colageno tipo 1, sem alteracdes na estrutura da proteina e reducao na proporcdo de
pré-colageno tipo 1 e pro-colageno tipo 3 produzidos pelos fibroblastos. Em outro grupo
evidenciou-se a producao de proteinas com maior peso molecular devido a producao de
cadeias ol ou 02 alteradas o que resulta em alteraces da estrutura do trimero formado
por essas cadeias para dar origem ao pré-colageno tipo 1. E, ainda, parte dos individuos
com diagndstico clinico de Ol ndo apresentavam alteracdo na quantidade ou estrutura do
pré-colageno produzido pelos fibroblastos da cultura (Wenstrup et al., 1990).

Assim, o diagnostico molecular por cultura de fibroblastos, além de ser um método
diagnostico invasivo exigindo a realizacdo de uma biopsia cutanea, demorado pois o
crescimento destas células em cultura é lento (8 a 10 semanas), e exigir uma capacitacdo
especial para cultura das células e interpretacdo do resultado, s6 esclarece diagnostico se
houver alteracdo da quantidade ou estrutura do prd-colageno tipo 1. Casos relacionados
a variantes patogénicas em outros genes que ndao o COL1Al1 e COL1A2 poderdo
apresentar resultados normais nessa avaliagéo.

Buscou-se entdo diagnostico molecular através de sequenciamento génico pela

técnica de Sanger. Nesse caso, encontra-se dificuldade no fato de as regides codificadoras



10

dos genes COL1A1 e COL1A2 serem muito extensas (Tabela 1) e ndo apresentarem hot
spots, ou seja, ndo existem regides onde as variantes patogénicas ocorram com maior
frequéncia; de fato, as centenas de variantes patogénicas ja descritas relacionadas a Ol se
distribuem ao longo das regides codificadoras. Além disso, ha pelo menos outros 13 genes
relacionados a Ol na literatura que devem ser investigados na auséncia de alteraces nos
genes do colageno tipo 1 (Marini & Blissett, 2013).

Assim buscam-se alternativas de diagnostico molecular capaz de avaliar de maneira

mais eficaz os diversos genes que podem estar envolvidos na fisiopatologia da doenca.

1.4. Classificacao de Ol

A classificacdo dos pacientes em tipos distintos de Ol foi considerada atil para
avaliacdo de prognostico, indicacdo de intervencgdes terapéuticas e predicao de resposta a
estas intervenc@es (Rauch & Glorieux, 2004). A primeira classificacdo utilizada foi a de
Sillence e colaboradores, que divide os pacientes em 4 tipos clinicos distintos, com padréo
de heranca autossémica dominante (Sillence et al., 1979). Historicamente, variantes nos
genes COL1A1 e COL1A2 foram associadas a estes quatro tipos de apresentacao clinica.
Nesta classificacao, Ol tipo 1 inclui casos leves da doenca, quando fraturas ndo costumam
resultar em deformidades 0sseas e tendem a iniciar com a deambulacdo, diminuindo ap6s
a puberdade. Ol tipo 2 é letal no periodo intrauterino ou perinatal. Ol tipo 3, forma mais
grave dentre as criancas, € caracterizada por baixa estatura extrema e graves deformidades
Osseas decorrentes de multiplas fraturas. Pacientes com deformidades dsseas leves a
moderadas e acometimento variavel da estatura séo classificados como tipo 4. No tipo 4
inclui-se todo paciente que ndo se encaixou nos 3 tipos anteriormente descritos (Sillence

etal., 1979).
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Posteriormente, outros tipos surgiram e foram numericamente classificados
conforme eram descritos de acordo com o gene associado, com caracteristicas clinicas e
histologicas variadas e padrdo de heranca predominantemente recessivo (a exce¢do do
tipo 5). Tendo como base o defeito genético, atingiu-se um total de 12 diferentes tipos de
Ol e mais 4 tipos numericamente ndo classificados, tornando a classificacdo extensa e
com grande sobreposicdo de apresentacao clinica, dificultando seu uso na pratica (Marini
& Blissett, 2013).

Em 2010 comecaram a surgir propostas de novas classificacdes para Ol, tomando
como base a classificacdo de Sillence, considerando as manifestacées clinicas e aspectos
radioldgicos, ja que muitos dos mais recentes tipos de Ol ndo se diferenciavam dos tipos
1 a 4 da classificacdo inicial (Van Dijk et al., 2010; Warman et al., 2011). O Grupo de
Nosologia da Sociedade Internacional das Displasias Esqueléticas passou a recomendar
a classificacdo de Ol em 5 tipos, adicionando aos 4 tipos de Sillence o tipo 5 por suas
manifestaces radioldgicas especificas. Adota-se uma classificacdo fenotipica onde os
grupos apresentam heterogeneidade genotipica consideravel, na intencdo de facilitar a
avaliacdo da evolucdo e progndstico, indicacdo e resposta terapéutica (Van Dijk &
Sillence, 2014).

Em 2017, Marini e colaboradores separam os casos de Ol conforme o mecanismo
fisiopatolégico da doenca em 5 grupos, onde no primeiro grupo sdo incluidos casos
relacionados a defeitos na sintese e estrutura do colageno (COL1A1 e COL1A2), no
segundo, casos relacionados a defeitos nas modificacdes pos-traducionais do colageno
(CRTAP, P3H1, PPIB), no terceiro, casos relacionados a defeitos no processamento e
crosslinking do coladgeno (SERPINH1, FKBP10, PLOD2 e BMP1), no quarto, casos
relacionados a defeitos na formacdo e mineralizag&o 6ssea (IFITM5 e SERPINF1) e no

quinto grupo, casos relacionados a defeitos na diferenciacdo e fungdo dos osteoblastos
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(WNT1, CREB3L1 e SP7) (Marini etal., 2017). Tal classificacao auxilia no entendimento
do mecanismo de cada caso, e potencialmente, em abordagens terapéuticas direcionadas,
porém nao se mostra Gtil na préatica clinica na auséncia de diagnostico molecular.

Mais recentemente, vem prevalecendo na literatura a classificacdo clinica de casos
de OI de acordo com a gravidade da doenca esquelética: leve, moderada ou grave.
Elementos objetivos desta classificacdo ainda vem sendo aprimorados (Mrosk et al.,

2018).

1.5. Tratamento e prognostico

Até 0 momento, ndo existe cura para Ol; 0 manejo da doenca é baseado nos sintomas
de acordo com a gravidade do acometimento esquelético e comorbidades (Marini et al.,
2017). O objetivo do tratamento € garantir a mobilidade e capacidade funcional,
embasando-se em tratamento ortopédico, fisioterapico e de reabilitacdo para correcdo e
prevencdo de deformidades (Forlino et al., 2011; Rauch & Glorieux, 2004).

Entretanto, estes procedimentos ndo melhoram a resisténcia dssea e, portanto, ha
bastante interesse em terapia medicamentosa capaz de reduzir fraturas. Neste sentido,
desde o final da década de 1980, bisfosfonatos vem sendo utilizados na terapia
medicamentosa da Ol (Rauch & Glorieux, 2004; Palomo et al., 2017). Poucas sdo as
evidéncias provenientes de estudos clinicos randomizados controlados por placebo
demonstrando efeito da terapia antirreabsortiva com bisfosfonatos na prevencdo de
fraturas em pacientes com Ol (Rauch & Glorieux, 2004; Forlino et al., 2011). Em
comparacdo a controles historicos, o uso de bisfosfonatos foi relacionado a melhora da
dor dssea, sensagdo de bem estar, maior altura final atingida, aumento da for¢a muscular,
melhora da massa 6ssea em coluna e 0ssos longos, assim como reducao da taxa de fraturas

(Cundy, 2012; Palomo et al., 2015).
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Com o avanco no entendimento das bases moleculares da Ol, propde-se que novas
medidas terapéuticas, mais adequadas ao defeito molecular de base, possam ser
desenvolvidas. Neste sentido, terapia com inibidores de esclerostina se mostrou eficaz em
modelos animais de Ol relacionada a defeitos em WNTL1 (Sinder et al., 2016), propiciando
investigacdo em humanos (Glorieux et al., 2017), e a desregulacdo da sinalizacdo por
TGF-p identificada em formas graves de OI por defeitos no colageno (Grafe et al., 2014)
embasa a investigacdo de terapia anti-TGF-P nestes casos (Lee, 2019).

Do ponto de vista prognostico, em casos com fendtipos mais graves, com numerosas
fraturas e deformidades, a expectativa de vida é reduzida e apenas 20% dos casos atingem
a idade adulta (Cundy, 2012). A principal causa de mortalidade estd relacionada a
deformidades toracicas com reducdo da capacidade pulmonar e hipertensdo de artéria
pulmonar. Ja nos casos leves a moderados observa-se reducdo da ocorréncia de fraturas
apos a puberdade, podendo ocorrer novo aumento da taxa de fraturas apds a menopausa
nas mulheres e em idade avancada nos homens (Cundy, 2012). Dados do estudo
retrospectivo  dinamarqués envolvendo 687 pacientes com acometimento
predominantemente leve revelaram reducdo da expectativa de vida e mortalidade
relacionada a causas respiratdrias, gastrointestinais e trauma (Folkestad et al., 2016). Os
estudos de evolucdo e progndstico de Ol até aqui publicados ndo distinguem os pacientes

de acordo com o defeito molecular de base.
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1.6. Justificativa do estudo

A obtencdo de diagndstico molecular de Ol na pratica clinica traz precisdo ao
reconhecimento da doenca, ja que, conforme foi discutido, o diagnostico puramente
clinico de Ol pode ser dificil em alguns casos, ou mesmo nao reconhecido. Além disso, a
identificacdo de variantes genéticas causando Ol na nossa populacdo contribui para o
melhor entendimento da doenca em nosso meio.

O acumulo de conhecimento associando as manifestacdes clinicas esqueléticas e
extra-esqueléticas de Ol e a evolucdo da doenca ao defeito molecular de base propicia
embasamento para melhor previsdo progndstica e planejamento do seguimento a longo
prazo, incluindo o rastreio de comorbidades e a indicacdo de exames subsidiarios.
Adicionalmente, possibilita adequado aconselhamento genético de portadores de Ol e
seus familiares.

Por fim, analises do efeito de diferentes terapias de acordo com o defeito molecular
potencialmente permitirdo escolha terapéutica individualizada e desenvolvimento de
novos tratamentos com atuacdo direcionada a alteracdo encontrada. O diagndstico

molecular € um primeiro passo nessa direcao.
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2. Objetivo

Identificar o diagnostico molecular em pacientes com osteogénese imperfeita atraves
da pesquisa de variantes em genes candidatos utilizando sequenciamento paralelo em

larga escala, buscando-se associar caracteristicas clinicas ao achado molecular.
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3. Materiais e métodos

3.1. Casuistica

Pacientes com diagnostico clinico de osteogénese imperfeita em seguimento no
ambulatorio de doencas osteometabdlicas da Divisdo de Endocrinologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP) foram
convidados a participar do projeto de pesquisa “Diagnostico molecular de osteogénese
imperfeita através de sequenciamento de nova geragao”, aprovado pela CAPPesq
HCFMUSP em 25/05/2015 (Registro CAAE: 43319415.2.0000.0068) e somente foram
incluidos no estudo apds assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
Também foram incluidos familiares de pacientes para estudo de segregacdo genética de

variantes encontradas, ap0s obtencdo de consentimento informado.

3.1.1. Diagnostico clinico de osteogénese imperfeita

Conforme discutido, ndo ha definicdo de critérios clinicos minimos para o
diagndstico de Ol. Assim, foram selecionados para o presente estudo individuos nos quais
o diagndstico clinico de osteogénese imperfeita foi baseado em histéria de repetidas
fraturas de fragilidade desde a infancia e baixa densidade mineral 6ssea, associados, ou
ndo, a deformidades esqueléticas, baixa estatura, antecedente familiar de fraturas de
fragilidade na infancia, esclera azulada atual ou pregressa, ou DGI atual ou pregressa.

Foram consideradas como fraturas de fragilidade aquelas decorrentes de injaria
insuficiente para fraturar o 0sso normal, como, por exemplo, atividades cotidianas ou
queda da prépria altura (Brown & Josse, 2002; Marini & Blissett, 2013).

A densidade mineral dssea foi avaliada por absortiometria por dupla fonte de raio-X
(DXA, densitometria 6ssea), seguindo-se as orientagdes vigentes (Baim et al., 2008).

Baixa densidade mineral 0ssea para a idade foi definida por Z-score < -2,0 (em relagéo a
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individuos de mesmo sexo e faixa etéria) na coluna lombar (L1-L4) ou no corpo total
(Marini et al., 2017).

Deformidades foram investigadas através de inspecdo ao exame fisico e radiografias
dos ossos acometidos. A estatura foi avaliada utilizando-se estadiébmetro de parede
quando o individuo foi capaz de ficar em posicdo ortostatica, ou fita métrica. Baixa
estatura foi definida quando o escore de desvio-padrédo da altura para idade e sexo (Z) foi
inferior a -2,0, a partir dos dados da Organizacdo Mundial de Salude. Esclera azulada e
DGI foram avaliadas por inspecao ao exame fisico, e interrogatério.

A gravidade clinica da doenca foi atribuida de acordo com o sistema de pontuacao

proposto por Mrosk e colaboradores em 2018 (Mrosk et al., 2018), conforme o Quadro 1.

Quadro 1 - Classificacdo da gravidade clinica da Ol por Mrosk et al. em 2018

Critérios: Ritmo de fraturas (1-3 pontos) + Fratura vertebral (0-1 ponto) +

Deformidades (0—4 pontos) + Escoliose (0—1 ponto) + Numero de fraturas (1-3 pontos)

1° critério: Ritmo de fraturas (nimero de fraturas por ano)

<1 fratura = 1 ponto; 2 a 3 fraturas = 2 pontos; >3 fraturas = 3 pontos

2° critério: Presenca de fratura vertebral

Ausente = 0; presente = 1 ponto

3° critério: Deformidades de ossos longos

Ausente = 0; presente em tibia, fémur, Gmero ou antebrago = 1 ponto cada (1-4)
4° critério: Presenca de escoliose

Ausente = 0; presente = 1 ponto

5° critério: Numero de fraturas na vida

<10 fraturas = 1 ponto; 10 a 30 fraturas = 2 pontos; >30 fraturas = 3 pontos

Classificacao final (total de pontos):

Ol leve: 1-4 pontos; Ol moderada: 5-8 pontos; Ol grave: 9-12 pontos
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3.2. Avaliacao clinica da coorte

Foram coletados dados retrospectivos do acompanhamento clinico e de exames
subsidiarios para caracterizacdo dos pacientes e busca de correlacdo com os achados
moleculares: idade a primeira fratura; namero total de fraturas; grau de mobilidade;
historico ou presenca de esclera azulada, DGI e deformidades esqueléticas; estatura;
avaliacdo de massa 6ssea em L1-L4 e/ou corpo total por DXA,; avaliacdo audiométrica;
avaliacdo cardiaca por ecocardiograma transtoracico; histérico de tratamento ortopédico

e de tratamento medicamentoso com bisfosfonatos.

3.3. Anélise molecular
O diagnostico molecular foi buscado através de sequenciamento paralelo em larga
escala (SPLE) de um painel de genes candidatos para Ol. Variantes consideradas

potencialmente associadas a Ol foram confirmadas por sequenciamento Sanger.

3.3.1. Obtencdo de amostras de DNA

Apos a assinatura do termo de consentimento informado, foram coletados 16 mL de
sangue de cada paciente ou familiar para extracdo de DNA gendmico leucocitario atraves
de adaptacdo da técnica de salting out. A extracdo foi realizada pelo técnico Rodolfo
Batista no Laboratério de Investigacdo Médica 18 (LIM-18). As amostras foram

anonimizadas e identificadas por nimeros para armazenamento a -20°C até utilizacéo.

3.3.2. Painel de genes candidatos
Até a elaboracdo deste projeto, 15 genes candidatos haviam sido implicados na
génese molecular de Ol e foram incluidos no painel de sequenciamento: COL1A1,

COL1A2, CRTAP, P3H1, PPIB, SERPINH1, FKBP10, PLOD2, BMP1, IFITMS5,
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SERPINF1, WNT1, TMEM38B, SP7 e CREB3L1. Dados destes quinze genes e seus

transcritos principais (candnicos) estdo apresentados na Tabela 1.

3.3.3. Sequenciamento paralelo em larga escala

As regides gendmicas de interesse foram capturadas utilizando-se a plataforma
SureSelect*™ (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA). Sondas de captura foram
desenhadas com o auxilio da ferramenta on-line SureDesign (Agilent) com base na verséo
19 do genoma humano (GRCh37, Fev2009), produzidas a partir de cRNA biotinilado
com 120 nucleotideos cada, cobrindo as regides codificadoras dos genes candidatos e, no
minimo, 25 pares de bases das juncdes intron-éxon. Adicionalmente, foram desenhadas
sondas para captura da regido 5’ ndo traduzida (5’-UTR) do gene IFITM5, uma vez que
a variante patogénica associada a Ol neste gene candidato esta situada 14 pares de base a
montante do sitio de inicio da traducdo. Cada nucleotideo da regido genémica de interesse
foi coberto por pelo menos 3 sondas (tiling de 3 vezes). A cobertura dos genes foi
verificada manualmente, garantindo cobertura superior a 99%.

Amostras de 3 ug de DNA gendmico foram submetidas a ultrassonicacdo centrada
(E220 Focused Ultrasonicator Covaris, Woburn, EUA) a fim de gerar bibliotecas de DNA
genémico fragmentado (fragmentos de 150 a 200 pb), de acordo com instrucdes do
fabricante. Durante o procedimento de captura, identificadores foram ligados aos
fragmentos (barcoding) permitindo multiplas analises em uma mesma corrida.

As sequéncias capturadas foram analisadas na plataforma de SPLE NextSeq 500
(Illumina, San Diego, EUA) no Laboratdrio de Sequenciamento em Larga Escala (SELA)
do Programa Rede de Equipamentos Multiusuarios (PREMiUM) da Faculdade de

Medicina da USP em colaboracdo com a Dra. Ménica Franca. Foi realizado o
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sequenciamento em ambas as direcdes (paired-end) dos fragmentos resultando em

arquivos FastQ.

3.3.4. Anélise bioinformatica dos resultados do SPLE

Os resultados do SPLE foram analisados em colaborag¢do com o Dr. Antdnio Lerario,
da Universidade de Michigan, utilizando-se um pipeline proprio. A partir dos arquivos
FastQ gerados pelo sequenciador, foi realizado o alinhamento dos fragmentos
sequenciados com o software BWA (Burrows-Wheeler Aligner), utilizando como
referéncia a versdo 19 do genoma humano (GRCh37, Fev2009). Apds controle de
qualidade dos arquivos BAM gerados pelo alinhamento, variantes de ponto e pequenas
indels foram identificadas utilizando-se o software Platypus. Gerou-se uma planilha com
todas as variantes identificadas nos individuos analisados em uma mesma corrida
contendo informacdes relativas as variantes, utilizando-se a ferramenta ANNOVAR. Os
individuos desse projeto foram analisados em duas corridas, a primeira incluindo 27
pacientes e a segunda, 22 pacientes.

A partir dos arquivos VCF anotados, buscou-se identificar variantes com potencial
patogénico que pudessem justificar o quadro clinico de Ol levando-se em consideracédo a
frequéncia populacional das variantes, o impacto sobre a funcdo da proteina codificada e
relatos prévios da variante em associacdo com Ol.

Diversos bancos de dados criados a partir de exomas e/ou genomas sequenciados em
diferentes populacdes sdo acessiveis e nos permitem estimar a frequéncia das variantes
nessas populacdes. Um exemplo é o Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes (ABraOM),
gue retne dados do sequenciamento exdémico de 609 idosos brasileiros (Naslavsky et al.,

2017).
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Variantes gerando codon de parada, ou de inicio, alteragdes em sitios de splicing,
mudanca no quadro de leitura dos codons (frameshift) ou grandes delecdes ou duplicacbes
(variantes de namero de copias, copy number variant, CNV) tendem a levar a perda de
funcdo. Ja variantes intrénicas e as variantes de ponto sindbnimas, caracterizadas por troca
de nucleotideo mantendo o aminoacido da proteina, costumam ser toleradas. Para
avaliacdo do potencial potegénico das variantes de ponto que levam a troca de aminoacido
na proteina (variantes ndo sinébnimas), foram utilizadas ferramentas in silico que integram
diferentes métodos para prever o impacto da troca do aminoacido na funcéo da proteina.

No presente estudo, dentre as ferramentas in silico disponiveis, utilizou-se o Sorting
Itolerant from Tolerant (SIFT), que classifica a variante como deletéria ou tolerada
baseando-se no grau de conservacdo da sequéncia proteica (Kumar et al., 2009); o
Polymorphism phenotyping version 2 (PolyPhen2), que divide as variantes em deletérias,
possivelmente deletérias ou benignas de acordo com o efeito sobre a sequéncia e estrutura
da proteina (Adzhubei et al., 2013) e o Combined Annotation-Dependent Depletion
(CADD), que gera uma pontuacdo (C-score) as variantes de acordo com conservacao,
dados funcionais e andlise de outras ferramentas in silico. Variantes com pontuagao >10
representam variantes entre as 10% mais deletérias e >20 entre as 1% mais deletérias. O
valor de corte sugerido para classificacdo da variante como deletéria ¢ pontuagdo >15
(Kircher et al., 2014).

Para a busca de descricdo prévia das variantes em associacdo com Ol, além da
pesquisa na literatura, bancos de dados online forma consultados, como Osteogenesis
Imperfecta Variant Database (OIVD, http://oi.gene.le.ac.uk), Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM), Human Gene Mutation Database (HGMD) e ClinVar
(Amberger et al., 2015; Krawczak et al., 2000; Landrum et al., 2016).

Neste projeto, 0s seguintes critérios foram utilizados para a priorizacdo de variantes:
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e Frequéncia populacional menor ou igual a 0,5% nas bases de dados 1000Genome
ExAC (Exome Aggregation Consortium) e ABraOM,;

e Variantes localizadas em regido exdnica codificadora ou em sitio de splicing (com
a exce¢do da regiao 5’UTR do gene IFITM5);

e Variantes com impacto na proteina codificada, gerando codon de parada, erro no
quadro de leitura (frameshift) ou troca de aminoacido codificado (n&o sinénima);

e Variantes ndo sinbnimas com predicéo in silico de efeito deletério utilizando-se
os softwares SIFT, PolyPhen2e CADD;

e Variantes previamente descritas nas bases de dados PubMed, OIVD, OMIM,
ClinVar e HGMD.

A partir desta priorizacao, as variantes de interesse foram confirmadas visualmente
utilizando o software Integrative Genomics Viewer (IGV) a partir do arquivo BAM, e
classificadas quanto ao seu potencial patogénico de acordo com as diretrizes propostas
pelo Colégio Americano de Genetica e Gendmica Médica — Associacdo de Patologia
Molecular (ACMG-AMP) (Richards et al., 2015) em variante patogénica (VP), variante

provavelmente patogénica (VPP) ou variante de significado incerto (VSI).

3.3.5. Sequenciamento confirmatorio pelo método de Sanger

As variantes encontradas foram confirmadas nos pacientes e pesquisadas em seus
controles familiares por sequenciamento automatico pelo método de Sanger.
Resumidamente, foram desenhados oligonucleotideos para permitir a amplificacdo por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) das regiGes gendémicas de interesse utilizando o
software Primer3Plus. Para a PCR, utilizou-se o reagente PCR MasterMix (Promega,
Madison, EUA) e 50 ng de DNA gendmico, seguindo o protocolo do fabricante; as

reacOes foram realizadas no termociclador Veriti (Thermo Fisher, Waltham, EUA). Apds
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a verificacdo da especificidade e rendimento da reacdo por eletroforese em géis de
agarose, os produtos de PCR foram purificados enzimaticamente utilizando o reagente
ExoProStar (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) e submetidos a reacdo de
sequenciamento utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 (Thermo Fisher). O
sequenciamento automatico por eletroforese capilar foi realizado no equipamento ABI

3130xI (Thermo Fisher) e os eletroferogramas analisados no software Sequencher v4.6.

3.3.6. Analise de variantes de nimero de cépia

Naqueles pacientes sem identificacdo de variantes de interesse na sequéncia
nucleotidica dos genes candidatos, foi realizada analise comparativa de nimero de copias
com o software Copy Number Analysis for Targeted Resequencing (CONTRA) utilizando
como controle (comparador) pacientes nos quais variantes patogénicas haviam sido
identificadas. Possiveis CNVs identificadas pelo CONTRA foram avaliadas visualmente
no IGV e, se mantida a suspeita, essas variantes foram submetidas a analise confirmatéria
por array citogendmico que foi realizado em colaboragcdo com a Dra. Leslie Kulokowski,
do Laboratério de Citogenética, LIM-03, FMUSP, utilizando-se CytoSNP-850K da
Illumina (San Diego, California, EUA). Tal método contempla 843888 marcadores, sendo
a distancia entre sondas de 1800pb, resultando em uma resolucdo média de 18kb. Os
dados foram extraidos pelo iScan System (lllumina) e as amostras controles
anteriormente analisadas foram usadas como referéncia.

Dados obtidos foram inseridos no software BlueFuse Multi v1.1 (Blue Ghnome) para
normalizagdo e célculo de razdes log2, equivalente ao quociente de intensidade
normalizada da amostra pela intensidade média da amostra controle. Para avaliacdo da
patogenicidade, as CNVs confirmadas foram pesquisadas na literatura em associagdo com

Ol.
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3.3.7. Analise de segregacao familiar

Familiares de primeiro grau dos pacientes com Ol foram convidados a participar do
estudo, para andlise de segregacdo familiar das variantes identificadas. Os controles
familiares foram questionados sobre o antecedente de fraturas de fragilidade, esclera
azulada, dentinogénese imperfeita e cardiopatia conhecida. A analise molecular dos
familiares foi realizada pelo método de Sanger, conforme descrito acima.

A avaliacdo da segregacao foi individualizada para cada caso. Nos casos isolados
com suspeita de defeito de novo, quando a variante encontrada no paciente esteve ausente
em pai e mée nao afetados, consideramos que a segregacao favorecia a patogenicidade da
variante. Nos casos com suspeita de heranca autossémica dominante, quando a variante
encontrada no paciente esteve presente em pai ou méae com fendtipo sugestivo da doenca,
também consideramos que a segregacao favorecia patogenicidade. Nesta mesma situacao,
qguando um dos pais foi inacessivel a avaliacdo e a variante encontrada no paciente ndo
esteve presente no familiar no qual a analise foi possivel, a segregacdo foi considerada
inconclusiva. Nos casos com suspeita de defeito recessivo, historico de consanguinidade
e achado de variante em homozigose, quando um dos pais foi inacessivel a avaliacdo e a
variante encontrada no paciente esteve presente em heterozigose no familiar analisado
considerou-se que a segregacdo favorecia a patogenicidade da variante. Nos casos
familiares, quando controles ndo afetados ndo eram portadores da variante encontrada nos
pacientes, consideramos que a segregacdo favorecia a patogenicidade da variante.
Quando familiares foram inacessiveis, a analise de segregacdo foi determinada

indisponivel.
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3.4 Analise de associacdo entre achado molecular e caracteristicas clinicas

Buscou-se associacdo entre os achados moleculares e as seguintes caracteristicas
clinicas: gravidade do acometimento esquelético, presenca de esclera azulada atual ou
pregressa, presenca de dentinogénese imperfeita atual ou pregressa, perda auditiva
detectada a audiometria, e alteracdo ecocardiografica relevante (ou seja, excluindo-se
alteracbes minimas). A gravidade esquelética foi dividida em duas categorias,
acometimento leve ou acometimento moderado a grave, seguindo a tendéncia da literatura
(Bardai et al., 2016).

Para a analise de associagdo entre estas variaveis categoricas, realizou-se o teste qui-
quadrado de Pearson utilizando o software PAWS Statistics v.17 (previamente conhecido
como SPSS, IBM). Quando mais de 20% das células apresentavam valores menores do
que o valor minimo esperado, violando as suposic¢des de independéncia e distribuicao do
qui-quadrado, utilizou-se para analise de associacdo o teste exato de Fisher nas tabelas
2x2, ou a razdo de verossimilhanca nas tabelas 3x2. A associacdo foi considerada

estatisticamente significativa quando p<0,05.
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4. Resultados

As caracteristicas gerais da coorte estudada estdo apresentadas na Tabela 2. As
Tabelas 3 e 4 apresentam individualmente as carateristicas clinicas principais dos casos

isolados e familiares, respectivamente.

4.1. Coorte

Quarenta e nove pacientes em seguimento com diagnostico clinico de Ol foram
incluidos neste estudo, correspondendo a 38 casos de Ol: 30 casos isolados e 8 casos
familiares (19 pacientes). Os heredogramas dos oito casos familiares sdo mostrados na
Figura 2. As idades dos pacientes variaram de 7 a 69 anos sendo apenas 9 deles (18%)
menores de 18 anos; a mediana de idade foi 24 anos. Vinte e nove individuos (59%) sdo
do sexo feminino.

Classificando esses pacientes conforme a gravidade, 18 deles (37%) apresentam
acometimento leve, 15 pacientes (30%) acometimento moderado e 16 pacientes (33%)
apresentam acometimento grave pela doenca. Houve maior proporcao de Ol leve dentre
os casos familiares (74%) do que dentre os casos isolados (13%).

Trinta e oito pacientes (78%) apresentam baixa estatura e 36 pacientes (76%)
apresentam alguma deformidade dssea. Do ponto de vista de mobilidade, 23 pacientes
(47%) ndo apresentam qualquer prejuizo da mobilidade e deambulam sem necessidade
de apoio, 6 pacientes (12%) se utilizam de algum apoio para deambulacdo, 19 pacientes
(39%) sdo cadeirantes e 1 paciente (2%) é acamado. Dez pacientes (20%) apresentaram
mais de 100 fraturas ao longo da vida e 11 pacientes (22%) apresentaram até 5 fraturas.
Apenas 1 paciente nunca teve fraturas (Tabela 4, F3a).

Dez pacientes (20%) apresentaram DGI na vida adulta e 4 pacientes (8%)

apresentaram DGI apenas na primeira denti¢do. Trinta e trés pacientes (66%) apresentam
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esclera azulada, sendo que dentre estes cinco sdo menores de 18 anos, e 6 pacientes (12%)

apresentaram esclera azulada na infancia.

Sete casos isolados e 3 familias relataram antecedente de unido consanguinea na

familia.

Tabela 2 - Caracteristicas gerais da coorte

Numero de individuos (%)

Coorte 49 (100%)
Mulheres 29 (59%)
Homens 20 (41%)
Criancas (<12 anos) 2 (4%)

Adolescentes (12 — 18 anos) 7 (14%)

Adultos (>18 anos) 40 (82%)
Leve 18 (37%)
Moderado 15 (30%)
Grave 16 (33%)
Baixa estatura 38 (78%)
Presenca de deformidade 36 (76%)
Sem limitacdo a deambulagao 23 (47%)
Uso de apoio para deambulacéo 6 (12%)

Cadeirante 19 (39%)
Acamado 1 (2%)

Presenca de dentinogénese imperfeita atual 10 (20%)
Presenca de dentinogénese imperfeita na infancia 4 (8%)

Presenca de esclera azulada atual 33 (67%)
Presenca de esclera azulada na infancia 6 (12%)

Antecedente de consanguinidade 13 (26%)
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Pt Sexo Idade ;I;(;fﬂrgi Al(tzu)ra Gravidade Consang. Mobilidade aEZSSIISQZ DGI
1 M 15 >150 -6,8 Grave Nao Acamado Infancia Nao
2 F 23 >150 -6,6 Grave Nao Cadeirante  Sim Né&o
3 F 31 >150 ND Grave Sim  Cadeirante  Nio N&o
4 M 20 >150 -6,4 Grave Nao Cadeirante  Sim  12denticédo
5 F 23 >150 -8,6 Grave Sim Cadeirante  Né&o Né&o
6 M 23 110 -12,4 Grave Nao Cadeirante Infancia 12 denti¢do
7 M 19 106 -6,3 Grave Nao Cadeirante  Sim Nao
8 F 32 100 -11,0 Grave Sim Cadeirante  Sim  12denticdo
9 M 20 100 -11,3 Grave Nao Cadeirante  Sim 12 denticdo
10 M 20 100 -9,8 Grave Nao Cadeirante  Sim Sim
1 F 21 50 -6,1 Mod. Ndo  Cadeirante  Sim Nao
12 F 24 50 -0,9 Grave Sim Cadeirante Infancia Nao
13 F 31 50 -5,7 Mod. Nao Comapoio  Sim Sim
14 M 25 40 -6,1 Grave Sim Cadeirante  Sim Nao
15 F 27 40 -7,2 Grave Sim Sem apoio Infancia Nao
16 F 18 40 -1,9 Mod. Sim  Semapoio  Sim Nao
17 M 24 35 -6,4 Grave Nao Cadeirante Infancia Nao
18 F 19 35 -9,6 Grave Nao Cadeirante  Né&o Né&o
19 M 22 30 -9,8 Mod. Ndo  Cadeirante  Sim Sim
20 M 18 24 -3,1 Mod. Nao Comapoio  Néao Nao
21 F 17 24 5,4 Mod. Ndo  Comapoio  Sim N&o
22 F 20 20 -5,0 Mod. Nao Cadeirante  Sim Nao
23 F 46 14 -4.4 Grave Nao Comapoio  Sim Nao
24 F 59 10 -3,1 Mod. Ndo  Comapoio  Sim N&o
25 M 14 9 -2,9 Mod. Nao Sem apoio Sim Nao
26 M 24 8 -0,7 Leve Ndo  Semapoio  Sim N&o
27 F 7 8 -0,3 Leve Ndo  Semapoio  Sim N&o
28 M 22 7 2,1 Leve Nao Sem apoio Sim Sim
29 F 16 5 -9,0 Mod. Ndo  Cadeirante Infancia  Sim
30 F 53 50 -2.8 Leve Nao Sem apoio Sim Néo

Pt, identificador do paciente; M, masculino; F, feminino; Z, desvio-padréo da altura para mesma
idade/sexo; Consang., antecedente de consanguinidade; DGI, dentinogénese imperfeita; Mod.,
Moderado; Com apoio/Sem apoio, deambula com/sem apoio; ND, ndo disponivel
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Total de

Altura

Esclera

Pt Sexo lIdade fraturas 2) Gravidade Consang. Mobilidade azulada DGI
Fla F 8 4 0,6 Leve Né&o Sem apoio Sim  Néo
Flb M 37 10 -1,2 Leve Né&o Sem apoio Sim  Néo
F2a F 48 4 -3,0 Leve Néo Sem apoio Ndo  Sim
F2b F 42 9 -7,9 Mod. Nao Sem apoio Ndo  Sim
F3a F 19 0 -1,9 Leve Sim Sem apoio Ndo Nao
F3b M 59 2 -2,9 Leve Sim Sem apoio Ndo Nao
F3c F 69 2 -3,7 Leve Sim Sem apoio Ndo Nao
F3d F 48 1 -1,6 Leve Sim Sem apoio Ndo Nao
Fda F 27 30 -4,8 Mod. Né&o Cadeirante Sim  Sim
Fib F 54 5 -3,1 Mod. Néo Cadeirante Sim Nao
Fsa F 16 2 -2,3 Leve Né&o Sem apoio Sim  Sim
F5b M 50 12 -4,6 Leve Né&o Com apoio Sim  Sim
Féa M 20 20 -2,3 Mod. Sim Sem apoio Sim  Néo
Féb F 48 50 4,1 Mod. Sim Sem apoio Sim  Néo
Fra M 20 14 -1,0 Leve Sim Sem apoio Sim Nao
F7b F 25 15 -1,3 Leve Sim Sem apoio Sim  Néo
F8a M 32 5 -3,7 Leve Né&o Sem apoio Sim  Néo
F8b ™ 29 5 -2,9 Leve Néo Sem apoio Sim  Néo
F8c F 54 3 -2,9 Leve Né&o Sem apoio Sim  Néo

Pt, identificador do paciente; M, masculino; F, feminino; Z, desvio-padréo da altura para mesma
idade/sexo; Consang., antecedente de consanguinidade; DGI, dentinogénese imperfeita; Mod.,

Moderado; Com apoio/Sem apoio, deambula com/sem apoio; ND, ndo disponivel



30

Familia 1

O

O+
*

*

F1b
Fla

Familia 2 O_

g
O HO &

Familia 3

C) O

F3d

Familia 5

F5b
F5a

Familia 6

O—]
[OM@—

Féb

‘Ol

Familia 7

Familia 8

s

F8a F8b

Legenda

F7b  F7a

. . (0] @ Osteoporose

Figura 2 - Heredogramas dos casos familiares

Os pacientes analisados através do painel de SPLE dentro de cada familia estdo
identificados; outros individuos dos quais foram obtidas amostras de DNA para analise

de segregacéo familiar estdo destacados pelo *.
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Dados adicionais do seguimento clinico da coorte sdo mostrados na Tabela 5.
Noventa e quatro por cento dos pacientes tiveram a primeira fratura durante a infancia, e
as deformidades dsseas mais comuns foram em membros (67%) e coluna (43%). A
maioria dos pacientes apresentava baixa massa 0ssea (61%, Z-escore < -2,0) entretanto
em muitos individuos a anélise da densidade mineral 0ssea era falseada por material de
sintese metalico ou deformidades. A avaliacdo audiométrica foi obtida em 35 pacientes
(71%), e resultou normal na maioria (83%). A avaliacéo cardiaca por ecocardiograma foi
realizada em 40 pacientes (82%), identificando alteracdes relevantes em 9 pacientes
(23%). Dados retrospectivos referentes ao tratamento ortopédico mostram que em 35%
dos pacientes as fraturas foram tratadas apenas de modo conservador, e que 55% tinham
sido submetidos a fixa¢do metélica. Dados retrospectivos do tratamento medicamentoso

prévio com bisfosfonatos estdo apresentados no Apéndice 1.
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Idade 12 Z-escore Z-escore

Pt fratura Deformidades corpo total  L1-L4 Audiometria Ecocardiograma Tratamento ortopédico prévio

1 5m Membros, coluna e torax -1,4 -2,0* ND ND Conservador

2 6m MMII -0,2* -0,7 ND ND Fixacdo metalica MMII

3 15d Membros, coluna e torax ND ND Normal Normal leagaoCirpuertgilé;al\;/I I\I/IES,Sredugao

4 IU Membros, coluna e torax 0,9* -3,1 Normal Dilatag&o discreta de VD Fixacdo metalica MMIl e MSD

5 la Membros, coluna -1,0 -2,9* ND ND Conservador

6 RN Membros, coluna e térax -2,8 ND ND Normal Reducao cirurgica MMI|I

7 m Membros e coluna 4,4* -1,5* Normal Normal Fixagdo metalica MMII

8 RN Coluna -3,8 -5,6* Normal ND Conservador

9 RN Membros e coluna -2,3 -5,4* Normal Normal Conservador

10 RN Membros e coluna -0,3 -2,0* Normal Normal Conservador

11 RN MMII e coluna 0,6* -3,8* Normal Normal Fixacdo metélica MMII

12 6m Membros e coluna -0,5 -1,3* Normal Refluxo mitral e tricispide minimos Fixagdo metalica MMIL,

artrodese de coluna

13 6a MMII ND -3,8 ND Refluxo mitral e tricispide minimos Fixacdo metélica MMII

14 RN MMII, MSD e coluna 0,1* -3,5 ND Normal Fixacdo metélica MMII

15 7a Membros -2, 7% -3,0 Normal Refluxo mitral minimo Fixagdo metéalica MMII

16 RN MID 3,1% 2,5 Normal Insuficiéncia mitral de moderada a Fixacio metélica MID
grave, aumento do atrio E

17 RN MIE e coluna -3,8* -4,2*  Perda auditivaa E Normal Fixacdo metéalica MID e MSD

18 RN Coluna 1,4* -5,3* Normal Normal Fixacdo metalica MMIl e MSD

19 RN Membros, coluna e térax -3,1* -6,3* Normal Normal Fixagdo metalica MMII,

artrodese de coluna

continua



Tabela 5 - Dados clinicos adicionais dos pacientes estudados (continuagao)

Idade 12

Z-escore

Z-escore
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Pt fratura Deformidades corpo total  L1-L4 Audiometria Ecocardiograma Tratamento ortopédico préevio
20 3a MMII 0,5* 0,5 Normal Normal Fixacdo metalica MID
21 RN MSE e coluna 6,5* -2,8 Normal Normal Fixacdo metalica MMII
2 2a MIE e coluna 1,6 3,6* Normal Refluxo mitral, ricuspide e aortico Fixacao metalica MIE
minimos
23 2a  MMSS,MIDecoluna  -09*  -38* ND Discreto refluxo mitral e tricuspide; Fixagao metalica MIE
indicios de forame oval patente
Hipertrofia concéntrica de VE,
24 5a MID e coluna ND -1,5 Perda auditivaa E  discreto aumento de AE, discreto Conservador
refluxo mitral, adrtico e trictspide
25 6m Ausentes -1,9* -3,3 Normal Normal Fixacdo metéalica MMII
26 la MSD ND -2,2 ND Normal Fixacdo metalica MSD
27 7m Ausentes ND -1,5 ND ND Redugdo cirurgica MSD
28 2a Ausentes 0,1 -1,3 Normal Normal Fixacdo metalica MID
29 RN MMII e coluna -3,7* -5* Normal Normal Fixacdo metéalica MMII
Perda auditivaa Hipertrofia concéntrica de VE, disf.
30 4a MSD ND -2,6 D moderada a diastolica moderada, discreto Conservador
grave aumento do AE e refluxo adrtico
Fla 11m Ausentes 0,1 -0,5 ND ND Conservador
Fib 4a Clavicula E e MSD ND -3,1 Normal Aumento da espessura da parede Fixacdo metéalica MSE
miocéardica
F2a 3a MSE ND -1,9 Normal Normal Fixacdo metalica MIE
F2b 4a MMII -1,5* -2,9 ND Normal Conservador
F3a - Ausentes -4,1 -4,1 Normal Normal Nao

continua



Tabela 5 - Dados clinicos adicionais dos pacientes estudados (conclusao)

Idade 12

Z-escore

Z-escore
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fratura Deformidades corpo total  L1-L4 Audiometria Ecocardiograma Tratamento ortopédico prévio
F3b 25a Ausentes ND -1,5 Perd_a auditiva Normal Conservador
bilateral

Fac  2a Coluna ND 28 s diligadisoret Conservador
F3d 48 a Ausentes ND -3,7 Normal Normal Conservador

F4da RN MMII -0,4* -1,8  Perdaauditivaa E ND Fixagdo metéalica MMII
F4b 5a MMII ND -0,9 Normal Disfuncdo diastdlica discreta Reducao cirurgica MMI|I
F5a U Ausentes 1,4 2,3 Normal Normal Fixacdo metalica MID
F5b RN MID -2,5 -2,6 Normal Normal Conservador

F6a 2a MSE 1,6 1,8 Normal Normal Fixacdo metalica MSD
F6b 4m MMII ND -3,2 Normal Normal Reducdo cirurgica MID
F7a RN Ausentes -1,5 -2,0 Normal Normal Conservador

F7b 5a Ausentes ND -1,0 Normal Refluxo minimo de trictspide Conservador

F8a 3m Ausentes ND -34 ND ND Conservador

F8b 8a Ausentes ND -3,8 ND ND Fixacdo metalica MSD

Aumento atrial moderado,
F8c 10 a Ausentes ND -1,3 ND hipertrofia exceéntrica VE, disfuncao Conservador

diastolica moderada; refluxo valvar
discreto

Pt, identificador do paciente; IU, intra-Gtero; RN, recém-nascido; d, dia; m, més; a, ano; MMII, membros inferiores; MIE, membro inferior esquerdo, MID,
membro inferior direito; MMSS, membros superiores; MSE, membro superior esquerdo; MSD, membro superior direito; ND, ndo disponivel; E, esquerda; D,
direita; AE, atrio esquerdo; VE, ventriculo esquerdo; VD, ventriculo direito;

*exame com artefato (presencga de material de sintese metélico ou deformidade)
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4.2. Resultados do SPLE

O SPLE do painel de genes candidatos foi realizado em todos os 49 pacientes da
coorte. A cobertura média do SPLE variou entre 354 a 1382 leituras. Em todos os
pacientes, acima de 99% das regifes-alvo tiveram cobertura superior a 50 vezes.

Ao todo, foram encontradas 42 variantes de interesse (Tabela 6; descricdo completa
da variante ao nivel do DNA e da proteina no Apéndice 2). Destas, 23 ja foram descritas
anteriormente em associacao a Ol e 19 sdo variantes novas. Dentre as variantes de ponto
e pequenas delecdes/insercbes, 40 variantes foram confirmadas por sequenciamento
Sanger; apesar de inumeras tentativas, ndo se obteve amplificacdo por PCR da regido
envolvendo a variante PLOD2 p.(Trp561*), que foi detectada em 386 de 853 leituras no
caso Pt 6. A analise de segregacdo familiar foi realizada através de sequenciamento
Sanger e seus resultados sdo mostrados na Tabela 7.

Aplicando-se as diretrizes de interpretacdo propostas pelo ACMG-AMP (Richards
et al.,, 2015), 24 variantes foram classificadas como patogénicas (VP), 7 como
provavelmente patogénicas (VPP) e 11 como variante de significado incerto (VSI). Nove
VSIs foram identificadas em combinacdo com outras VSIs ou VVPPs.

Em trinta e sete casos (97%) foi identificado o diagndstico molecular. Em 18 casos
foram encontradas variantes no gene COL1A1 e em 9 casos, variantes em COL1A2, ou
seja, 71% dos casos apresenta defeito molecular nos genes do colageno tipo 1. Em trés
destes casos, foi encontrada uma combinacdo de variantes: 2 casos com 2 variantes em
COL1A1 (Pt9 e F6, Tabela 6), e 1 caso com 2 variantes em COL1A2 (F4, Tabela 6).

Em 9 casos foram encontradas variantes nos genes candidatos IFITM5 (n=1), P3H1
(n=1), SERPINF1 (n=2), FKBP10 (n=2), PLOD2 (n=2) e WNT1 + P3H1 (n=1). Em um
caso foi identificada delegéo de 2 éxons do gene TMEM38B.

Nao foram identificadas variantes de interesse no caso isolado Pt 15.



Tabela 6 - Variantes genéticas identificadas na coorte
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Frequéncia populacional

Predicéo in silico

Segregacéo

Descricdo ACMG

& Variante genetica 1000g EXAC ABraOM SIFT PP2 CADD  familiar prévia  -AMP
1 SERPINF1 p.(Phe384Leufs*9)(;)(Phe384Leufs*9) 0 0 0 ND ND ND Inconclusiva Sim VP
2 COL1A1 p.(GIn1280Pro) 0 0 0 D D 23,7 Inconclusiva Né&o VPP
3 FKBP10 p.(Gly278Argfs*95)(;)(Gly278Argfs*95) 0  0,0001 0 ND ND ND Segrega Sim VP
4 COL1A1L p.(Gly857Cys) 0 0 0 D D 27 Inconclusiva Sim VP
5 SERPINF1 c.[283+2T>C];[(283+2T>C)] 0 0 0 ND ND 25,1 Segrega Né&o VP
6 PLOD2 p.(Trp561%*) 0 0 0 T ND 40 Indisponiyel szlo VP
PLOD2 p.(Glu499Aspfs*29) 0 0 0 ND ND ND Inconclusiva N&o VP
7 COL1Al c.643-2A>G 0 0 0 ND ND 24,8 Segrega Sim VP
8 P3H1 c.[1080+1G>T];[1080+1G>T] 0,0006 0,0002 0 ND ND 259 Segrega Sim VP
9 COL1A1 p.(Gly293Asp) 0 0 0 D D 26,5 Segrega Si~m VP
COL1A1 p.(Ser291Arg) 0 0 0 T B 22,7 Segrega N&o VSI
10 COL1A2 p.(Gly367Glu) 0 0 0 D D 18,6 Segrega Sim VP
11 COL1AZ2 p.(Gly328Ser) 0 0 0 D D 29,7 Inconclusiva Sim VP
12 FKBP10 p.(GIn60Pro)(;)(GIn60Pro) 0 0 0 T D 33 Segrega Né&o VSI
13 COL1A2 p.(Gly772Ser) 0 0 0 D PD 34 Indisponivel Sim VPP
14 COL1Al p.(Gly719Cys) 0 0 0 D D 35 Inconclusiva Né&o VSI
16 TMEMS38B dele¢do de éxons 1 e 2 ND ND ND ND ND ND Indisponivel Sim VP

continua



Tabela 6 - Variantes genéticas identificadas na coorte (continuagéo)
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_ _ Frequéncia populacional Predicao in silico Segregacdo Descricdo ACMG
Pt Variante genética famili . AMP
1000g ExXAC ABraOM SIFT PP2 CADD amiar previa - -
P3H1 p.(Alall7Cysfs*64) 0 0 0 ND ND ND Segrega N&o VPP
17 P3H1 p.(Cys483Tyr) 0 0 0 D D 17 Segrega Né&o VSI
WNT1 p.(Asn103Thr) 0 0 0 D D 23,9 Segrega Né&o VSI
WNT1 p.(Gly259_Gly262dup) 0 0 0,000821 ND ND ND Segrega Né&o VSI
18 COL1A1 p.(Gly1040Ser) 0 0 0 D D 21,5 Inconclusiva Sim VP
19 COL1A1 p.(Gly767Ser) 0 0 0 D D 23,8 Segrega Sim VP
20 PLOD2 p.(Tyr547His) 0,0016 0,0006 0,003284 T PD 17,1 Indisponivel Néao VSI
PLOD2 p.(Cys282Arg) 0,0006 0,0002 0 D D 21,6 Indisponivel N&o VSI
21 COL1AZ2 p.(Gly193Asp) 0 0 0 D D 25,6 Segrega Néao VPP
22 COL1A1 p.(GIn250%*) 0 0 0 ND ND 37 Inconclusiva Né&o VP
23 IFITM5 c.-14C>T 0 0 0 ND ND ND Indisponivel Sim VP
24 COL1A1 p.(Pro871Leufs*237) 0 0 0 ND ND ND Indisponivel Sim VP
25 COL1A2 p.(Gly772Ser) 0 0 0 PD 34 Inconclusiva Sim VPP
26 COL1A1 p.(Glu106%*) 0 0 0 ND 32 Inconclusiva N&o VP
27 COL1A1 c.2452-2A>G 0 0 0 ND ND 23,8 Segrega Sim VP
28 COL1A1 p.(Gly788Ser) 0 0 0 28,2 Segrega Sim VP
29 COL1A2 p.(Gly460Ser) 0 0 0 28,7 Segrega Sim VP

continua
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Tabela 6 - Variantes genéticas identificadas na coorte (concluséo)

Frequéncia populacional Predicéo in silico Segregacio Descricdo ACMG
Pt Variante genética farmili s AMP
1000g ExXAC ABraOM SIFT PP2 CADD amifiar previa -

30 COL1A1c.334-9A>G 0 0 0 ND ND ND Segrega Sim VPP
F1 COL1A1 c.334-9A>G 0 0 0 ND ND ND Segrega Sim VPP
F2 COL1A2 p.(Gly319Arg) 0 0 0 D D 22,8 Segrega Sim VPP
F3 COL1A2 p.(Gly772Ser) 0 0 0 D PD 34 Indisponivel Sim VPP
F4 COL1A2 p.(Gly229Asp) 0 0 0 D D 19,7 Segrega Né&o VSI
COL1A2 p.(Pro230GIn) 0 0 D D 17,7 Segrega N&o VSI
F5 COL1A1 p.(Gly527Ala) 0 0 0 D 20,7 Indisponivel Sim VPP
6 COL1A1 p.(Argl141¥*) 0 0 0 ND ND 42 Segrega Sim VP
COL1AL1 p.(Arg528His) 0,0001 0,0001 0,000821 D D 17,7 Segrega Né&o VSI
F7 COL1A1 p.(Ser271GInfs*16) 0 0 0 ND ND ND Segrega Sim VP
F8 COL1A1 p.(Gly257Arg) 0 0 0 D D 28,6 Indisponivel Sim VP

Pt, identificador; ND, ndo disponivel; D, deletéria; T, tolerada; PD, possivelmente deletéria; B, benigna; VP, variante patogénica; VPP, variante provavelmente
patogénica; VSI, variante de significado incerto.

Bases de dados de frequéncia populacional:1000g, 1000 Genomes; EXAC, Exome Aggregation Consortium; ABraOM, Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes.
Ferramentas de predigdo in silico: SIFT, Sorting Intolerant from Tolerant; PP2, PolyPhen2; CADD, Combined Annotation Dependent Depletion (pontuagdo
escalonada, “phred-like”; pontuacdo >15 sugere patogenicidade).

ACMG-AMP: Interpretacdo do potencial patogénico de variantes de acordo com o Colégio Americano de Genética e Gendmica Médica e a Associagao de
Patologia Molecular (Richards et al., 2015).
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Pt Variante genética Analise de segregacdo familiar Concluséo

1 SERPINF1 p.(Phe384Leufs*9)(;)(Phe384Leufs*9) Pai ndo afetado heterozigoto, mée inacessivel Inconclusiva

2 COL1A1 p.(GIn1280Pro) Pai inacessivel, mae ndo afetada selvagem Inconclusiva

3 FKBP10 p.(Gly278Argfs*95)(;)(Gly278Argfs*95)  Pai inacessivel, mée ndo afetada heterozigota; pais primos de 1° grau Segrega

4 COL1A1 p.(Gly857Cys) Pai inacessivel, mae ndo afetada selvagem Inconclusiva

5 SERPINF1 c.[283+2T>C][(283+2T>C)] E?iini]gzcjsszigzlr,argée ndo afetada heterozigota, irma ndo afetada heterozigota; pais Segrega
PLOD2 p.(Trp561*) N&o foi possivel realizar o sequenciamento Sanger Indisponivel

° PLOD2 p.(Glu499Aspfs*29) Pai ndo afetado heterozigoto, mée ndo afetada selvagem; pais ndo consanguineos Inconclusiva

7 COL1Al c.643-2A>G Pais ndo afetados selvagens Segrega

8 P3H1 c.[1080+1G>T];[1080+1G>T] Pais ndo afetados heterozigotos; primos de 1° grau Segrega
COL1A1 p.(Gly293Asp) Pais ndo afetados selvagens, irmao ndo afetado selvagem Segrega

° COL1A1 p.(Ser291Arg) Pais ndo afetados selvagens, irmdo ndo afetado selvagem Segrega

10 COL1A2 p.(Gly367Glu) Pais ndo afetados selvagens Segrega

11 COL1A2 p.(Gly328Ser) Pai inacessivel, mde ndo afetada selvagem Inconclusiva

12 FKBP10 p.(GIn60Pro)(;)(GIn60Pro) Pai inacessivel, mde ndo afetada heterozigota; pais primos de 1° grau Segrega

13 COL1A2 p.(Gly772Ser) Familiares inacessiveis Indisponivel

continua
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Tabela 7 — Analise de segregacdo familiar (continuacéo)

Pt  Variante genética Analise de segregacao familiar Conclusao
14 COL1A1 p.(Gly719Cys) Pai inacessivel, mde ndo afetada selvagem Inconclusiva
16 TMEMS38B delecdo de éxons 1 e 2 N&o foi possivel realizar SPLE ou SNP array nas amostras familiares Indisponivel
P3H1 p.(Alall7Cysfs*64) Pai ndo afetado heterozigoto, mée néo afetada selvagem
P3H1 p.(Cys483Tyr) Pai ndo afetado selvagem, mée ndo afetada heterozigota Segrega
Y WNT1 p.(Asn103Thr) Pai ndo afetado heterozigoto, mée ndo afetada selvagem
WNTL1 p.(Gly259_Gly262dup) Pai ndo afetado selvagem, mée ndo afetada heterozigota Segrega
18 COL1ALlL p.(Gly1040Ser) Pai inacessivel, mde ndo afetada selvagem Inconclusiva
19 COL1AlL p.(Gly767Ser) Pais ndo afetados selvagens Segrega
PLOD?2 p.(Tyr547His)
20 Familiares inacessiveis Indisponivel
PLOD2 p.(Cys282Arg)
21  COL1A2 p.(Gly193Asp) Pais ndo afetados selvagens Segrega
22  COL1A1 p.(GIn250%) Pai ndo afetado selvagem, méae inacessivel Inconclusiva
23  IFITM5¢c.-14 C->T Familiares inacessiveis Indisponivel
24  COL1A1 p.(Pro871Leufs*237) Familiares inacessiveis Indisponivel
25 COL1A2 p.(Gly772Ser) Pai inacessivel, mae heterozigota com antecedente de 1 fratura traumatica Inconclusiva
26 COL1A1l p.(Glu106*) Pai inacessivel, mde ndo afetada selvagem Inconclusiva
27  COL1A1 c.2452-2A>G Pai inacessivel, mae heterozigota tem esclera azulada e 2 fraturas vertebrais Segrega

continua
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Pt  Variante genética Andlise de segregacao familiar Conclusao

28 COL1A1 p.(Gly788Ser) Pais ndo afetados selvagens Segrega

29 COL1AZ2 p.(Gly460Ser) Pais ndo afetados selvagens Segrega

30 COL1A1 c.334-9A>G Pais inacessiveis, 3 irmdos nao afetados selvagens Segrega

F1  COL1A1 c.334-9A>G 3 pacientes, avo, pai e filha, heterozigotos; avd ndo afetado selvagem Segrega

F2  COL1A2 p.(Gly319Arg) Pais inacessiveis, 2 pacientes irmds heterozigotas, 1 irma nao afetada selvagem Segrega

F3  COL1A2 p.(Gly772Ser) Familiares inacessiveis Indisponivel
COL1A2 p.(Gly229Asp) 2 pacientes, mée e filha, heterozigotas, 2 irmas da mae nédo afetadas selvagens Segrega

- COL1A2 p.(Pro230GIn) 2 pacientes, mée e filha, heterozigotas, 2 irmas da méae nédo afetadas selvagens Segrega

F5 COL1A1l p.(Gly527Ala) Familiares inacessiveis Indisponivel
COL1AL1 p.(Argl141¥) 2 pacientes, mée e filho, heterozigotos, 1 irmé da mée e 1 irma do filho néo afetadas e selvagens Segrega

" COL1A1 p.(Arg528His) 2 pacientes, mée e filho, heterozigotos, 1 irma da mae e 1 irma do filho néo afetadas e selvagens Segrega

F7  COL1A1 p.(Ser271GInfs*16) ieﬁ)\?;éir:;es irmaos heterozigotos, pai heterozigoto com baixa estatura e valvopatia, mée ndo afetada Segrega

F8 COL1AlL p.(Gly257Arg) Familiares inacessiveis Indisponivel
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4.2.1. Variantes encontradas no gene COL1A1l

Dezenove variantes heterozigdticas foram encontradas no gene COL1Al em 13
casos isolados e 5 familias. Em um caso isolado (Pt 9) e em uma familia (F6) foi
encontrada combinacdo de 2 variantes em COL1A1. A variante de splicing COL1Al
€.334-9A>G, ja descrita na literatura, foi encontrada em um caso isolado (Pt 30) e uma
familia (F1), aparentemente ndo relacionados. Destas 19 variantes em COL1AlL, 13 ja
foram descritas anteriormente na literatura e 6 sdo variantes novas.

Oito variantes (42%) encontradas envolvem o residuo glicina da cadeia al do
colageno tipo 1, cuja presenca a cada trés aminoacidos é importante para a formacdo da
estrutura em tripla-hélice do colageno. Sete destas variantes ja foram descritas na
literatura associadas a Ol.

As variantes encontradas estdo dispersas ao longo da proteina (auséncia de hot spot)
e a variabilidade clinica dentre os pacientes é grande, com 13 pacientes apresentando
acometimento leve, 5 apresentando acometimento moderado e 6 com acometimento
grave (Figura 3). Todos os individuos portadores da variante ¢.334-9A>G tiveram
acometimento leve, e dentro das familias com defeito em COL1A1, a gravidade da doenca

foi semelhante entre os portadores.
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COL1A1
p.GIn250* p.Gly857Cys
g p.Gly257Arg *
c.643-2A>G b.Ser271GInfs 6 €.2452-2A5G p-Pro871Leufs*237
R p.Gly788Ser p.GIn1280Pro
p.GIu106* p.Gly767Ser p.Gly1040Ser
' p.Gly527Ala p.Gly719Cys
1
™ i #p.Arg1141*
#p.Ser291Arg *p.Gly203Asp  P-Arg528His P9
B Leve
COL1A2
Moderada
p-Gly328Ser = Grave |
p-Gly319Arg | ., G1y367GIu B Leve e moderada |
p.Gly193Asp p.Gly460Ser p.Gly772Ser
1

##p.Gly229Asp ##p Pro230GIn

Figura 3 - Representacdo das variantes identificadas em COL1Al1 e COL1A2

As proteinas COL1AL e COL1A2 sao representadas pelas barras cinzas, € 0s himeros
nas extremidades denotam os residuos iniciais e finais, respectivamente. As variantes sao
mostradas de acordo com sua posicao relativa na proteina; a cor denota a gravidade de Ol
com a qual a variante foi associada na coorte, de acordo com a legenda. Acima das barras
constam as variantes identificadas isoladamente, e abaixo das barras aquelas identificadas
em combinacdo em um mesmo caso; 0 marcador # antecedendo o nome da variante
denota os pares destas combinacdes.

1464

1366
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4.2.2. Variantes encontradas no gene COL1A2

Oito variantes heterozigéticas foram encontradas no gene COL1A2 em 6 casos
isolados e em 3 familias, sendo que 6 destas variantes ja foram descritas anteriormente e
2 sdo novas. Em uma familia foi encontrada a combinacgéo de 2 variantes em COL1A2
(F4). Sete variantes (87,5%) envolvem o residuo glicina da cadeia a2 do colageno tipo 1;
destas, 6 ja foram descritas na literatura associadas a Ol.

As variantes em COL1A2 encontradas estdo concentradas no primeiro terco da
proteina, e a variabilidade clinica dentre os pacientes também é grande, com 5 pacientes
apresentando acometimento leve, 8 pacientes com acometimento moderado e 1 paciente
com acometimento grave (Figura 3).

A variante COL1A2 p.(Gly772Ser) foi encontrada na familia 3 e nos casos isolados
Pt 13 e Pt 25 (Tabela 6). Aparentemente estes 3 casos ndo sdo relacionados: a familia é
procedente de Senhor do Bonfim/BA, um dos casos € procedente de Francisco
Morato/SP, e o outro de Ipial/BA (a distancia entre as duas cidades baianas é de cerca de
540 km). De acordo com informacao da base de dados Osteogenesis Imperfecta Variant
Database (https://oi.gene.le.ac.uk), esta variante ja foi previamente reportada em 17
pacientes com OIl, em diversos paises (Balasubramanian et al., 2015; Lu et al., 2014;
Nuytinck et al., 1997). O quadro clinico dos individuos portadores da variante nesta
coorte é bastante diverso (Tabela 8). Ndo foram encontradas outras variantes que

pudessem modificar a expressdo fenotipica nesses pacientes.
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Tabela 8 - Caracteristicas clinicas dos portadores de COL1A2 p.(Gly772Ser)

Pt 13 Pt 25 F3a F3b F3c F3d
Sexo F M F M F F
Idade (anos) 31 14 69 59 48 19
Total de fraturas 50 9 2 2 1 0
Altura (Z) -5,7 -2,9 -3,7 -2,9 -1,6 -1,9
Deformidades MMII ausentes escoliose ausentes ausentes ausentes
Mol Lo S s sm s S
Esclera azulada Sim Sim Néo Nao Nao Nao
DGI Sim Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o

F, feminino; M, masculino; MMII, membros inferiores

4.2.3. Variantes encontradas nos demais genes candidatos

Em dez casos isolados foram encontradas variantes de interesse nos demais genes
candidatos. Nos casos familiares ndo foram encontradas variantes nestes genes. Dentre
0S pacientes com variantes nos genes nao colagenos prevaleceu o fenétipo grave da
doenca, manifesto em 8 pacientes deste grupo (Tabela 4). Dois pacientes apresentam a
forma moderada e nenhum paciente apresenta forma leve da doenca.

Ao todo, foram encontradas 15 variantes nos demais genes candidatos, sendo 5
previamente descritas em associacdo a Ol e 10 novas. Nenhuma variante nestes genes foi
encontrada em mais de um caso.

Em cinco casos foram encontradas variantes de ponto em homozigose, em genes
associados a Ol recessiva: SERPINF1, FKBP10 e P3H1. Destes 5 casos, apenas o Pt 1
com a variante SERPINF1 p.(Phe384Leufs*9)(;)(Phe384Leufs*9) ndo tinha histérico de
consanguinidade, porém os pais eram naturais de uma mesma cidade no interior de Minas

Gerais (Bueno Brand&o, populacdo estimada em 11.000 habitantes em 2017). Ao se
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realizar a busca desta variante na literatura, encontrou-se descricdo prévia deste mesmo
caso, resultante de sequenciamento exdmico realizado em outra instituicdo, e de outros
casos de Bueno Brandédo (Minillo et al., 2014).

Em 2 casos sem histdrico de consanguinidade (Pt 6 e Pt 20) foram encontradas
combinagbes de duas variantes heterozigoticas diferentes em PLOD2, associado a Ol
recessiva, configurando, assim, heranca por heterozigose composta.

Em um paciente com Ol grave, fruto de unido nao consanguinea, foi encontrada a
combinacéo de quatro variantes heterozigoticas diferentes em dois genes candidatos: duas
em P3H1 e duas em WNT1, ambos genes associados a Ol recessiva (Pt17, Tabela 6). Tais
variantes sdo extremamente raras ou ausentes na popula¢do, com impacto esperado ou
predito na proteina (Tabela 6, Figura 4). A analise de segregacao familiar revelou que,
em cada um destes genes, cada variante foi herdada de um dos pais, que tém massa 0ssea
normal, nunca tiveram fraturas nem tém deformidades Osseas, configurando dupla

heterozigose composta, e um potencial defeito digénico (Figura 4).
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Frequéncia Predigao in silico

populacional siFT pp2 CADD

Pt17 Mae Pai

— p.(Cys483Tyr) 0,0008% D D 17,0 WT
p.(Alal17Cysfs*64) 0 ND ND ND
p.(Asn103Thr) 0 D D 239

WNT1

p. (Gly259_Gly262dup) 0 ND ND ND

Figura 4 - Potencial defeito digénico envolvendo P3H1 e WNT1

A andlise por imagem do paciente 17 através do esquadrinhamento de corpo inteiro na
densitometria 0ssea (painel superior esquerdo), radiografia anteroposterior de coluna
vertebral (painel superior central) e escanometria de membros inferiores (painel superior
direito) revela acometimento 6sseo grave com multiplas deformidades e escoliose. O
quadro mostra as variantes heterozigo6ticas identificadas em P3H1 e WNT1, com padrdo
de heranga em dupla heterozigose composta. Estas variantes sdo extremamente raras ou
ausentes na populacdo, com impacto na proteina esperado (frameshift resultando em
ganho de cédon de parada em P3H1; insercdo de 4 aminoacidos em WNT1) ou predito
pelas ferramentas SIFT, PolyPhen2 (PP2) e CADD. D, deletéria; ND, ndo disponivel;
HTZ, heretozigoto; WT, selvagem.
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Em apenas uma paciente da coorte (Pt 23, Tabela 6) foi identificada a variante
heterozigotica na regido 5’ nao traduzida de IFITM5 associada a Ol dominante com
peculiaridades radioldgicas. Apos o diagndstico molecular, a reanélise de exames de
imagem da paciente revelou presenca de calo hipertréfico em membro inferior direito e
calcificacdo das membranas interosseas nos antebragos, com luxacfes das cabecas dos

radios (Figura 5).

Figura 5 - Estudo por imagem da portadora da variante IFITM5 c.-14C>T

A esquerda, esquadrinhamento de corpo inteiro na densitometria 6ssea da paciente 23
revelou escoliose grave, deformidades em membros superiores e inferiores, e imagem
compativel com calo 6sseo hiperplasico no fémur esquerdo. Ao meio, a radiografia de
fémur confirmou o achado de calo 0sseo hiperplasico reorganizado, e a direita,
radiografias de antebragos mostraram calcificagdo de membranas interdsseas e luxagao
das cabecas dos radios. Estes achados radioldgicos séo tipicos da forma de Ol associada
a variante ¢.-14C>T que resulta em novo cédon de iniciacdo de traducdo, e, portanto, em
uma proteina com 5 aminoacidos a mais.
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4.2.3.1. Variante de numero de cdpias génicas

Em uma paciente (Pt 16) fruto de unido consanguinea, com acometimento clinico
moderado, foi encontrada a delecdo homozigotica dos éxons 1 e 2 do gene TMEM38B
(Figura 6).

Na andlise do SPLE do painel génico ndo foi encontrada nenhuma variante de
interesse na sequéncia nucleotidica dos genes candidatos, instigando a andlise
comparativa do numero de coOpias génicas utilizando CONTRA. Uma possivel
diminuicdo do nimero de copias foi encontrada em regido do cromossomo 9 envolvendo
0 gene TMEM38B. A visualizacdo do sequenciamento paralelo no IGV revelou auséncia
de leituras nos éxons 1 e 2 na amostra da paciente. Para confirmacao, foi realizada analise
por array citogendmico, que revelou perda de heterozigose em regido do braco longo do
cromossomo 9 abrangendo seis sondas subsequentes para as quais nao houve hibridacao,
delimitando, portanto, area de delecdo em homozigose de chr9:108,449,986 a
chr9:108,474,679, incluindo os éxons 1 e 2 de TMEM38B. A delecédo dos éxons 1 e 2 de

TMEM38B ja foi descrita anteriormente em associacdo a Ol (Rubinato et al., 2014).
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Figura 6 - Delecdo homozigotica dos éxons 1 e 2 do gene TMEM38B

A) A analise dos dados do sequenciamento paralelo da paciente 16 utilizando o software
CONTRA revelou perda de copias génicas no locus TMEM38B (seta vermelha). B) A
visualizag&o do sequenciamento no IGV, comparando a paciente 16 (Pt 16) a dois outros
individuos sequenciados concomitantemente (Co 1 e Co 2) mostrou equivaléncia do
numero de leituras dos éxons 3 e 4 nas trés amostras (caixa azul), porém auséncia de
leitura nos éxons 1 e 2 da paciente (caixas vermelhas). C) Confirmacdo por array
citogenémico: em azul denota-se regido do braco longo do cromossomo 9 com perda de
heterozigose; no destaque desta regido, delimitam-se 6 sondas subsequentes (area
demarcada pela caixa vermelha) para as quais ndo houve hibridacdo, revelando delecdo
em homozigose de chr9:108,449,986 a chr9:108,474,679, englobando os éxons 1 e 2 de
TMEM38B.
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4.3. Associacgdo entre achado molecular e caracteristicas clinicas

Buscou-se associar gravidade do acometimento esquelético, esclera azulada, DGI,
perda auditiva e alteracdo ecocardiografica ao achado molecular. As informacdes clinicas
a respeito da gravidade da Ol, esclera azulada e dentinogénese imperfeita estavam
disponiveis para toda a coorte. A avaliacdo audiométrica estava disponivel em 34
individuos, sendo 16 com variantes em COL1AL, 12 com variantes em COL1A2 e 6 com
variantes em outros genes. A avaliacdo por ecocardiograma estava disponivel em 39
individuos, sendo 19 com variantes em COL1AL, 13 com variantes em COL1A2 e 7 com
variantes em outros genes.

Na andlise inicial, os individuos foram agrupados em: defeitos em COL1A1 (n=24),
defeitos em COL1A2 (n=14), e defeitos em outros genes (n=10). Houve associacdo
significativa com gravidade (Tabela 9, p=0,012), observando-se maior proporcdo de
apresentacdo leve nos defeitos de COL1Al e de apresentacdo moderada a grave nos
defeitos nos genes ndo colagenos. Também houve associacao significativa com esclera
azulada (Tabela 9, p=0,009), presente em maior propor¢do nos defeitos de COL1AL.

Subsequentemente, comparou-se defeitos nos genes que codificam as cadeias do
colageno tipo 1 (COL1A1 e COL1A2) com defeitos nos demais genes candidatos. Houve
associacdo significativa apenas com gravidade (Tabela 10, p=0,008), observando-se
maior proporcao de apresentacdo moderada a grave nos defeitos ndo colagenos.

Por fim, dentre os defeitos dos genes do coléageno 1, comparou-se os de COL1A1
aos de COL1AZ2, e trocas de glicina as demais variantes. Houve associacao significativa
de variantes em COL1A1 e presenca de esclera azulada (Tabela 11, p=0,006) e de

variantes com troca de glicina e presenca de DGI (Tabela 12, p=0,003).



52

Tabela 9 - Associacdo entre defeitos em COL1A1, COL1A2 ou nos demais genes
candidatos e achados clinicos

COL1A1 COL1A2  OQutros genes
Leve n 13 (54%) 5 (36%) 0 (0%)
Gravidad esperado 9,0 (37%) 5,2 (37%) 3,7 (37%) 0.0122
ravidade =0,
Moderada n 11 (46%) 9 (64%) 10 (100%) P
agrave esperado 15,0 (63%) 8,8 (63%) 6,3 (63%)
si n 23 (96%) 8 (57%) 7 (70%)
im
esperado 19,0 (79%) 11,1 (79%) 7,9 (79%)
Esclera 0,009
azulada . n 1 (4%) 6 (43%) 3@0%)
ao
esperado 5,0 (21%) 2,9 (21%) 2,1 (21%)
si n 6 (26%) 6 (43%) 2 (20%)
im
oGl esperado 6,9 (30%) 4,2 (30%) 3,0 (30%) —0.423"
. n 17 (74%) 8 (47%) 8(80%)
ao
esperado 16,1 (70%) 9,8 (70%) 7,0 (70%)
S n 2 (12%) 3 (25%) 1 (17%)
im
esperado 2,8 (17%) 2,1 (17%) 1,1 (17%)
Perda 0 695"
auditiva . n 14 (88%) 9 (75%) 583%)
ao
esperado 13,2 (83%) 9,9 (83%) 4,9 (83%)
si n 5 (26%) 2 (15%) 2 (29%)
« im
Alteragéo esperado 4,4 (23%) 3,0 (23%) 1,6 (23%)
ecocardio- p=0,706"
grafica N n 14 (74%) 11 (85%) 5 (71%) '
esperado 14,6 (77%) 10,0 (77%) 5,4 (77%)

*Teste qui-quadrado de Pearson; "Razo de verossimilhanca



Tabela 10 - Associacao entre defeitos nos genes do colageno 1 (COL1A1 e COL1A2) ou

nos demais genes candidatos e achados clinicos

Colageno 1 Outros genes
n 18 (47%) 0 (0%)
Leve
] esperado 14,3 (37%) 3,7 (37%)
Gravidade p=0,008%
n 0 0
Moderada 20 (53%) 10 (100%)
agrave esperado 23,8 (63%) 6,3 (63%)
. n 31 (82%) 7 (70%)
im
Esclera esperado 30,1 (79%) 7,9 (79%) —0.4142
azulada NG n 7 (18%) 3@0%)
esperado 7,9 (21%) 2,1 (21%)
. n 12 (32%) 2 (20%)
im
oGl esperado 11,0 (30%) 3,0 (30%) ~0.700?
. n 25 (68%) 8(80%) |
do
esperado 26,0 (70%) 7,0 (70%)
. n 5 (18%) 1 (17%)
im
Perda esperado 4,9 (18%) 1,1 (18%) ~1 000?
auditiva . n 23 (82%) 583%)
do
esperado 23,1 (82%) 4,9 (82%)
Si n 7 (22%) 2 (29%)
« im
Alteragéo esperado 7,4 (23%) 1,6 (23%)
ecocardio- S S p=0,6532
grafica o n 25 (78%) 5 (71%)
esperado 24,6 (77%) 5,4 (77%)

aTeste exato de Fisher



Tabela 11 - Associacédo entre defeitos em COL1A1 ou COL1A2 e achados clinicos

COL1A1 COL1A2
n 13 (54%) 5 (36%)
Leve
) esperado 11,4 (47%) 6,6 (47%)
Gravidade p=0,2722
Moderada N 11 (46%) 9 (64%)
agrave esperado 12,6 (53%) 7,4 (53%)
. n 23 (96%) 8 (57%)
im
Esclera esperado 19,6 (82%) 11,4 (82%) ~0.006"
azulada NG n 1 (4%) 6(43%)
esperado 4,4 (18%) 2,6 (18%)
si n 6 (26%) 6 (43%)
im
Gl esperado 7,5 (32%) 4,5 (32%) 020, 470"
- n 17 (74%) 8 (57%) ’
do
esperado 15,5 (68%) 9,5 (68%)
. n 2 (12%) 3 (25%)
im
Perda esperado 2,9 (18%) 2,1 (18%) —0.624"
auditiva NG n 14 (88%) o5%)
esperado 13,1 (82%) 9,9 (82%)
. n 5 (26%) 2 (15%)
« im
Alteragéo esperado 4,2 (22%) 2,8 (22%)
ecocardio- p=0,671°
gréfica Nio n 14 (74%) 11 (85%)
esperado 14,8 (78%) 10,2 (78%)

Teste qui-quadrado de Pearson; "Teste exato de Fisher

54



55

Tabela 12 - Associacdo entre substituicdo de glicina ou outras variantes em COL1Al e
COL1A2 e achados clinicos

Substituicéo Outras
de Glicina variantes
n 11 (44%) 7 (54%)
Leve
) esperado 11,8 (47%) 6,2 (47%)
Gravidade p=0,5642
Moderada N 14 (56%) 6 (46%)
agrave esperado 13,2 (53%) 6,8 (53%)
si n 18 (72%) 13 (100%)
im
Esclera esperado 20,4 (82%) 10,6 (82%)
p=0,072°
azulada \ n 7 (28%) 0 (0%)
do
esperado 4,6 (18%) 2,4 (18%)
Si n 12 (48%) 0 (0%)
im
esperado 8,1 (32% 3,9 (32%
DGI P (32%) (32%) p=0,003"
N n 13 (52%) 12 (100%)
do
esperado 16,9 (68%) 8,1 (68%)
si n 3 (16%) 2 (22%)
im
Perda esperado 3,4 (18%) 1,6 (18%)
" p=1,000"
auditiva \a n 16 (84%) 7 (78%)
do
esperado 15,6 (82%) 7,4 (82%)
si n 4 (18%) 3 (30%)
« im
Alteracao esperado 4,8 (22%) 2,2 (22%)
ecocardio- p=0,648"°
grafica Nio n 18 (82%) 7 (70%)
esperado 17,2 (78%) 7,8 (78%)

Teste qui-quadrado de Pearson; "Teste exato de Fisher
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5. Discussao

Este projeto foi desenvolvido com o objetivo de obter o diagnostico molecular de
pacientes com diagnostico clinico de Ol através de SPLE. A utilizacdo de um painel com
15 genes candidatos permitiu a identificacdo do diagndstico molecular em 37 de 38 casos
(97%).

A coorte estudada € predominantemente composta por adultos, com mediana de
idade de 24 anos, sendo apenas 9 individuos menores de 18 anos. A maioria dos estudos
publicados acerca de Ol é realizada em criancas e adolescentes, ja que a doenca tende a
se manifestar mais pronunciadamente nestas fases da vida (Patel et al., 2015; Rauch et
al., 2010). Tal peculiaridade do estudo atual reflete as prerrogativas do atendimento no
ambulatorio de doencas osteometabdlicas da Divisdo de Endocrinologia do Instituto
Central do HCFMUSP, que, dentro da estrutura do HCFMUSP, é responsavel pelo
seguimento de adultos com OI.

O cenario no qual este estudo foi desenvolvido também impacta na composicao da
gravidade clinica da Ol nesta coorte. Os pacientes estudados apresentam caracteristicas
clinicas heterogéneas, desde quadros leves com poucas fraturas e sem deformidades até
quadros graves com centenas de fraturas e mdltiplas deformidades, mas predomina o
acometimento moderado a grave (63%). De fato, 53% tem comprometimento da
mobilidade. A complexidade da assisténcia a salde em um centro terciario de referéncia
como o HCFMUSP justifica este perfil de pacientes, que ndo necessariamente reflete a
gravidade da manifestacdo de Ol na populacdo como um todo.

Do ponto de vista terapéutico, verificou-se que o tratamento ortopédico e
medicamentoso destes individuos também foi heterogéneo. Apesar de ser preconizado
que, na atengdo ortopédica a Ol, todas as fraturas sejam reduzidas a fim de se evitar

deformidades, em 35% dos pacientes o tratamento das fraturas foi apenas conservador, e
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muitas vezes sem alinhamento adequado, potencialmente implicando na alta prevaléncia
(67%) de deformidades em ossos longos. O tratamento medicamentoso com bisfosfonatos
foi heterogéneo ja que muitos pacientes iniciaram seguimento em outros servigos, sendo
apenas encaminhados apds a idade adulta, e também pela indefinicdo de um protocolo
uniforme de tratamento até 2013. Assim, ndo se considerou adequado tentar se associar
os achados moleculares da coorte a desfechos de tratamento.

O advento do sequenciamento paralelo em larga escala vem facilitando o diagnostico
molecular em diversas doencas genéticas, mas também resultando na identificacdo de
grande nimero de variantes as quais significado bioldgico ou clinico € de dificil atribui¢do
(Richards et al., 2015; Tucker et al., 2009). Neste sentido, as diretrizes propostas pelo
ACMG-AMP buscam estabelecer critérios a serem seguidos na definicdo de
patogenicidade de variantes alélicas (Richards et al., 2015). Dos 37 casos aos quais foi
aqui atribuido um diagndstico molecular, 4 apresentavam apenas variantes classificadas
como VSIs. Se estes diagnosticos fossem desconsiderados, a taxa de sucesso do
diagnostico molecular reduziria de 97% para 87%. Entretanto, acreditou-se que estas
VSIs tém papel na patogénese destes casos, como sera discutido a seguir, e por isso foram
incluidas nos resultados do estudo.

Na paciente 12, fruto da unido de primos de primeiro grau, foi encontrada em
homozigose a VSI ndo sindnima p.(GIn60Pro)(;)(GIn60Pro) em FKBP10, gene associado
a Ol recessiva. Esta variante ndo foi descrita anteriormente em associacdo a Ol, é ausente
em bancos de dados populacionais e tem predicdo de ser deletéria pelas ferramentas in
silico PolyPhen2 e CADD. Na analise de segregacao familiar, confirmou-se que a mae
ndo afetada € portadora da variante em heterozigose, mas infelizmente néo foi possivel
obter amostra de DNA nem avaliacdo fenotipica do pai (falecido) para estudo. No

paciente 14 foi encontrada em heterozigose a VSI ndo sinbnima COL1A1 p.(Gly719Cys)
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com substituicdo de glicina; este tipo de substituicdo tem, habitualmente, grande impacto
na formacéo da tripla hélice do colageno (Forlino & Marini, 2016). Tal variante ndo é
encontrada nos bancos de dados populacionais e € predita como deletéria pelas trés
ferramentas in silico utilizadas. Trata-se de variante nova, ainda ndo descrita em
associacdo a Ol, e a analise de segregacao familiar foi inconclusiva ja que, apesar da mae
ndo afetada ndo ser portadora da variante, nao foi possivel obter amostra de DNA do pai..
No paciente 20 foram encontradas as duas VSIs heterozigoticas p.(Tyr547His) e
p.(Cys282Arg) em PLOD2, gene associado a Ol recessiva. Esse paciente nega
antecedente de unides consanguineas na familia. Ambas as variantes ndo foram
previamente reportadas na literatura em associacdo a OI, apresentam frequéncia
populacional extremamente baixas, e predi¢cdo de impacto deletério in silico. Nao foi
possivel obter amostra de DNA de nenhum familiar deste paciente. Por fim, nas pacientes
mée e filha com Ol da familia 4 foi encontrada a combinacéo de duas VSIs heterozigéticas
ndo sindnimas em COL1A2, p.(Gly229Asp) e p.(Pro230GIn), a primeira envolvendo a
troca de um residuo glicina. Ambas ndo descritas anteriormente em associacdo com Ol,
ndo sdo encontradas em bancos de dados populacionais e apresentam predicdo de
deletéria in silico. Na analise de segregacdo, duas irmas ndo afetadas da mée foram
estudadas e ndo carreavam estas variantes. Frente aos elementos apresentados,
considerou-se que estas VSls tinham potencial papel patogénico nestes casos, e, por isso,
foram atribuidas como diagndstico molecular. Destaque-se que dos 9 maiores estudos de
diagnéstico molecular de Ol publicados entre 2015 e 2019, apenas um reportou as
variantes de acordo com a classificacgo ACMG-AMP, e também incluiu VSIs na
atribuicdo de diagnostico (Mrosk et al., 2018).

Em apenas um caso estudado (Pt 15) ndo se identificou o diagnostico molecular. O

diagndstico clinico de Ol neste individuo foi revisado e confirmado. Trata-se de um
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quadro grave, com total de 40 fraturas ao longo da vida, presenca de deformidades em
membros superiores e inferiores e baixa estatura (Z -7,2). E improvével que o diagndstico
molecular tenha sido perdido por motivos técnicos ja que a cobertura das regides alvo
nesta amostra foi superior a 50 vezes. E possivel, entretanto, que o defeito esteja em areas
ndo codificadoras ndo analisadas (intron, promotor), que decorra de novos mecanismos
genéticos em OI, em genes ainda ndo identificados, ou que esteja nos genes SPARC ou
MBTPS2, associados a Ol apos o inicio deste trabalho e, portanto, ndo incluidos no painel

(Mendoza-Londono et al., 2015; Lindert et al., 2016).

5.1. Variantes identificadas em COL1Al e COL1A2

Em acordo com a literatura, defeitos em COL1A1 e COL1A2 foram a principal causa
de Ol nesta coorte (71%), incluindo todos os casos com OI leve. Nestes,
aproximadamente metade das variantes levam a alteracGes quantitativas do colageno 1
(variantes resultando em cddon de parada prematuro), enquanto a outra metade leva a
alteracdes qualitativas (variantes ndo sindnimas). Este achado vai contra o paradigma
historico de que Ol leve estaria sempre associada a haploinsuficiéncia de uma das cadeias
do colageno tipo 1 (Forlino et al., 2011; Rauch & Glorieux, 2004), e reflete 0 novo
entendimento molecular que vem tomando forma nos ultimos anos (Forlino & Marini,
2016). Por exemplo, Lindahl et al. analisaram caracteristicas clinicas e genéticas de 99
pacientes com Ol leve por defeitos em COL1A1 ou COL1A2, e reportaram 62% de
alteracdes quantitativas e 32% de alteragdes qualitativas, sem diferenca significativa na
manifestacdo clinica (Lindahl et al., 2015). Assim, este estudo vem corroborar que
alterac6es ndo sindbnimas no coldgeno, inclusive substituicdes de glicina, podem resultar

em Ol leve.
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N&o se encontrou regido hotspot de variantes em COL1A1l, ja que as variantes
encontradas estdo distribuidas ao longo de toda a proteina (Figura 3). Ja em COL1A2, a
maioria das variantes se concentrou no primeiro terco da proteina, achado que néo é
corroborado pela literatura (Forlino & Marini, 2016; Li et al., 2019; Marini et al., 2017).
Esta diferenca pode ser explicada pelo menor nimero de variantes encontradas em
COL1A2. Tanto para COL1A1 quanto para COL1A2 ndo se observou correlacdo de
posicdo da variante com a apresentacao clinica, ja que variantes associadas a quadros
leves, moderados e graves estiveram dispersas ao longo das proteinas (Figura 3).

Além da pobre correlacdo gendtipo fendtipo no que tange a posicéo das variantes no
colageno 1, observou-se variabilidade fenotipica em individuos portadores de uma
mesma variante. Na familia 2, com Ol causada por COL1A2 p.(Gly319Arg), o individuo
F2a apresentou acometimento leve e o individuo F2b acometimento moderado. Nos 6
portadores da variante recorrente COL1A2 p.(Gly772Ser), a manifestacdo da Ol também
foi variavel conforme mostrado na Tabela 8. N&o se encontrou nesses individuos variantes
nos genes candidatos que expliquem esta variabilidade fenotipica que, também na
literatura permanece inexplicada. Esta variabilidade tem implicacdo na previsao
prognostica dos pacientes com Ol mesmo apds diagnostico molecular.

Mesmo assim, coletivamente, Ol causada por defeitos nos genes do colageno 1 pode
estar associada a particularidades de apresentacdo. Neste estudo, variantes nestes genes
estiveram associadas a Ol de menor gravidade do que aquelas encontradas nos genes ndo
colagenos, variantes em COL1A1 estiveram mais associadas a esclera azulada do que
variantes em COL1A2, e variantes com substitui¢ao de glicina estiveram mais associadas
a dentinogénese imperfeita do que os outros defeitos de COL1A1 e COL1A2. Estes

achados encontram respaldo na literatura (Bardai et al., 2016; Li et al., 2019).
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Nas familias 3, 6 e 7 e no paciente 14 foi referido antecedente de consanguinidade.
Apesar da consanguinidade, foram identificadas variantes heterozigdticas em COL1A1
ou COL1A2 nestes individuos, destacando a vantagem de uma abordagem né&o
direcionada através do painel de SPLE para elucidacdo diagnostica. Em especial na
familia 7, os dois individuos acometidos F7a e F7b eram os unicos dois filhos de pais
consanguineos, e nenhum outro caso de Ol era referido na familia, direcionando a suspeita
para Ol recessiva. Mesmo assim, foi identificada a variante heterozigética COL1A1
p.(Ser271GInfs*16) como a causa da OI. Descobriu-se posteriormente que o pai
(falecido) era portador da variante, e que apesar de nunca ter fraturado, tinha baixa
estatura e doenca valvar cardiaca, compativeis com manifestacfes do espectro de Ol. Em
dois outros casos (Pt 25 e Pt 27) o diagndstico molecular dos individuos indices também
permitiu reconhecer familiares afetados, mas com manifestacdes leves e sem diagnostico
clinico prévio de OIl. Coletivamente estes achados demonstram a relevancia do

diagnostico molecular para a medicina de preciséo.

5.2. Contextualizacdo dos achados moleculares

Nove estudos prévios principais publicados a partir de 2015 buscaram identificar o
diagnostico molecular de Ol em coortes de diferentes paises (Patel et al., 2015; Lindahl
et al., 2015; Bardai et al., 2016; Liu et al., 2017; Caparros-Martin et al., 2017; Mrosk et
al., 2018; Mohd Nawawi et al., 2018; Li et al., 2019; Maioli et al., 2019). Conforme
mostrado na Tabela 13, estes estudos foram bastante heterogéneos em termos de desenho
experimental, metodologia utilizada, genes candidatos avaliados e caracteristicas clinicas
dos casos estudados. Mesmo assim, a analise conjunta dos seus resultados permite

contextualizar os achados deste projeto (Figura 7).



Tabela 13 - Estudos de diagnostico molecular em Ol
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Contexto do

Casos

Ol moderada

Referéncia - Metodologia Genes candidatos a Ol analisados
estudo indices agrave
Patel et al. EUA e Canada 5
' 7 Vi nger
2015 (86% brancos) 370 58% Sange COL1A1, COL1A2, IFITM5; CRTAP, SERPINF1
Lindahl et al. . . 2
! 0,
2015 Suécia 164 32% Sanger COL1AL COL1A2
Bardai etal, Canada 487 57% 87% Sanger + COL1A1, COL1A2, CRTAP, P3H1 SlE6RPINF1 IFITM5, BMP1, CREB3L1
0, 0, H ) y y , ) y ) ,
2016 (76% brancos) 17% Painel SPLE FKBP10, PLOD2, PPIB, SERPINH1, SP7, SPARC, TMEM38B, WNT1
Liu et al., . Painel génico 14
2017 China 101 2% SPEE COL1A1, COL1A2, IFITM5, CRTAP, SERPINF1, LEPREL, PPIB, FKBP10,
SERPINH1, SP7, PLOD2, TMEM38B, BMP1, WNT1
Caparros-Martin Egito, Espanha 0 Painel SPLE + 15
etal. 2017 e Turquia 42 90% Sanger* BMP1, COL1A1, COL1A2, CREB3L1, CRTAP, FKBP10, IFITM5, P3H1,
" q 9 PLOD2, PPIB, SERPINF1, SERPINH1, SP7, TMEM38B, WNT1
Mrosk et al., e 0 Painel génico 15
2018 India 50 67% SPLE BMP1, COL1Al, COL1A2, CREB3L1, CRTAP, FKBP10, IFITM5, P3H1,
PLOD2, PPIB, SERPINF1, SERPINH1, SP7, TMEM38B, WNT1
Mohd Nawawi - 0 Painel génico 14
etal., 2018 Malasia 238 83% SPLE BMP1, COL1A1, COL1A2, CREB3L1, CRTAP, FKBP10, IFITM5, P3H1,
" PLOD2, PPIB, SERPINF1, SERPINH1, TMEM38B, WNT1
Lietal.,, . Sanger + 17
2019 China 378 61% diverg']sas** COL1A1, COL1A2, CRTAP, P3H1, SERPINF1, IFITM5, BMP1, CREB3L1,
FKBP10, PLOD2, MBTPS2, PPIB, SERPINH1, SP7, SPARC, TMEM38B, WNT1
Maioli et al. - Desnaturagéo de 2
' Italia 295 28% ~
2019 ° alta resolucéo COL1A1, COL1A2
. Painel génico 15
Este estudo Brasil 38 63% SPLE BMP1, COL1A1, COL1A2, CREB3L1, CRTAP, FKBP10, IFITM5, P3H1,

PLOD?2, PPIB, SERPINF1, SERPINH1, SP7, TMEM38B, WNT1

*20 casos sem consanguinidade foram analisados por painel, e 22 casos com consanguinidade foram analisados por Sanger; **Foram realizados exoma e painel
em alguns casos, mas o estudo ndo deixa claro em quantos casos
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No presente estudo, em 71% dos casos foram identificadas variantes nos genes que
codificam o colageno tipo 1 (COL1A1 47%; COL1A2 24%). Historicamente, a literatura
sugere que 85 a 90% dos casos de Ol sejam relacionados a defeitos nesses genes (Forlino
& Marini, 2016). De fato, nos estudos de Lindahl et al., Bardai et al., e Maioli et al.,
realizados, respectivamente, nas populacBes sueca, canadense e italiana, e que
empregaram predominantemente como metodo de analise molecular o sequenciamento
Sanger de COL1A1 e COL1A2, as proporcdes diagndsticas de defeitos no colageno 1
ficaram entre 85 e 88% (Lindahl et al., 2015; Bardai et al., 2016; Maioli et al., 2019).
Ressalta-se que predominam fenotipos leves de Ol nos estudos de Lindahl et al. e Maioli
et al., e que aproximadamente metade da coorte de Bardai et al. também tinha
acometimento leve, potencialmente influenciando estes resultados (Tabela 13).

Por outro lado, os estudos de Liu et al., Mrosk et al., e Mohd Nawawi et al. em
coortes chinesa, indiana e malaia, respectivamente, com predominancia de Ol moderada
a grave (Tabela 13) e empregando painel génico por SPLE, encontraram prevaléncia
bastante variavel de defeitos no colageno 1, de 49 a 73% (Liu et al., 2017; Mohd Nawawi
et al., 2018; Mrosk et al., 2018), distribuicdo que se assemelha a deste estudo. Neste
sentido, pode-se aventar que caracteristicas étnicas e socioculturais possam influenciar as
prevaléncias relativas das causas moleculares de Ol. De fato, 26% da coorte referia
histérico de consanguinidade na familia, tornando possivel aventar que a maior
frequéncia de consanguinidade em regifes do Brasil esteja influenciando o cenario da Ol
em nosso meio (Santos et al., 2010). Além disso, é possivel que a analise concomitante
dos diversos genes candidatos por SPLE permita atribuir o diagndstico com maior
acurécia.

De todo modo, é provavel que a composicdo da coorte aqui estudada tenha

influenciado o achado de 26% de defeitos ndo colagenos ja que, pelas caracteristicas do
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atendimento terciario a saide no HCFMUSP, 63% dos pacientes estudados tinham
acometimento moderado a grave. Nos estudos prévios e também no estudo atual
evidencia-se que, dentro das coortes, acometimento moderado a grave esteve mais
associado a defeitos ndo colagenos, e acometimento leve a defeitos em COL1Al e
COL1A2. Por exemplo, no estudo de Bardai et al., nos pacientes com acometimento leve
apenas foram identificados defeitos em COL1Al e COL1A2, enquanto que nos pacientes
com acometimento mais grave identificou-se 22% de defeitos em genes ndo colagenos
(Bardai et al., 2016). No presente estudo, todos os pacientes com Ol leve também tiveram
o diagndstico molecular restrito a COL1AL e COL1A2, enquanto que 32% dos pacientes
com formas moderadas a graves apresentaram defeitos nos demais genes candidatos.

No que diz respeito a distribuicdo das causas ndo colagenas nas diversas coortes,
chama a atencdo a grande heterogeneidade entre os estudos. Descri¢cdes clinicas de
coortes de Ol a partir dos anos 2000 atribuiam prevaléncia de aproximadamente 5% ao
que se chamava de OI tipo V, posteriormente associada ao defeito na regido 5’ ndo
traduzida de IFITM5 (Cho et al., 2012; Glorieux et al., 2000; Semler et al., 2012). Perdura
desde entdo o conceito de que esta é a causa molecular ndo colagena mais comum.
Observando os achados dos estudos moleculares resumidos na Figura 7, nota-se que em
algumas coortes a prevaléncia relativa do defeito em IFITM5 é consideravelmente baixa.
No estudo atual, em apenas uma paciente (Pt 24) foi encontrada a variante heterozig6tica
c.-14 C->T em IFITM5, tornando essa uma causa ndo coldgena menos frequente do que
defeitos em SERPINF1, FKBP10, PLOD2 e P3H1 nesta coorte. Nas coortes de Caparros-
Martin et al., Mrosk et al. e Li et al., IFITM5 também ndo se mostrou como a principal
causa de Ol néo colagena, sugerindo que ha diversidade no diagnostico molecular de Ol
e que conceitos estabelecidos em determinadas populacdes ndo se aplicam a outras

(Caparros-Martin et al., 2017; Li et al., 2019; Mrosk et al., 2018).
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Ainda dentre as causas de Ol ndo colagena, chama a atencdo neste estudo 10% de
defeitos em FKBP10 e PLOD2, genes associados a Ol e Sindrome de Bruck, uma forma
de fragilidade Gssea acompanhada de contraturas musculares e pterigio (Alanay et al.,
2010; Leal et al., 2018; Puig-Hervas et al., 2012). O reconhecimento das contraturas
musculares pode ser dificil nos adultos frente as maltiplas deformidades Osseas
resultantes da fragilidade Ossea exuberante. A prevaléncia relativa de defeitos nesses
genes como causa de Ol é bastante varidvel: enquanto Bardai et al. e Li et al. encontraram
prevaléncia ao redor de 1%, Mrosk et al. e Caparros-Martin et al. encontraram prevaléncia
de 8 a 10%, semelhante ao achado deste estudo. Novamente, é possivel que diferencas na
frequéncia de unides consanguineas nestas populacfes explique essa discrepancia.

A taxa de sucesso do diagnostico molecular nas coortes prévias é relativamente
homogénea frente as grandes heterogeneidades metodoldgicas entre os estudos. Estudos
empregando painel génico por SPLE como os de Liu et al., Mrosk et al. e Mohd Nawawi
et al. obtiveram respectivamente 87%, 96% e 90% de sucesso diagnostico (Liu et al.,
2017; Mrosk et al., 2018; Mohd Nawawi et al., 2018). Estudos com desenho misto,
incluindo abordagem direcionada a gene candidato seguida de abordagem néo
direcionada gendmica, como os de Bardai et al. e Li et al., reportam sucesso de 98% e
90%. No presente estudo, a taxa de sucesso de 97% se destaca, indicando que o emprego
de painel génico por SPLE deva se tornar metodologia de escolha para diagndstico

molecular de Ol.
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6. Conclustes

e O diagnostico molecular da osteogénese imperfeita através do SPLE de painel de
15 genes candidatos foi obtido em 37 de 38 casos (97%).

e A maioria dos casos (71%) apresentou defeitos em COL1Al ou COL1A2, que
codificam o col&geno tipo 1, enquanto 26% apresentaram defeitos em outros genes
candidatos, destacando-se P3H1, FKBP10, PLOD2 e SERPINF1. Frente &
literatura, houve maior proporc¢éo de defeitos em genes ndo colagenos, que pode ser
atribuida a gravidade dos pacientes incluidos no estudo, ja que 63% tinham
acometimento moderado a grave.

e Houve variabilidade clinica entre individuos acometidos de mesma familia e entre
os seis individuos portadores da variante COL1A2 p.(Gly772Ser). Nao foram
encontradas variantes genéticas adicionais que pudessem explicar esta variabilidade
de expressao fenotipica.

¢ Neste estudo, variantes nos genes ndo colagenos estiveram associados a Ol de maior
gravidade, variantes em COL1ALl a manifestacdo de esclera azulada, e, dentre as
variantes de COL1A1 e COL1A2, aquelas que resultaram em substituicdo de glicina

estiveram associadas a dentinogénese imperfeita.
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Apéndice 1. Dados retrospectivos do tratamento medicamentoso com bisfosfonatos

Pt Tratamento com Pamidronato Tratamento com Acido Zoledrdnico Tratamento com Alendronato
Idade ao inicio Idade ao fim Idade ao inicio Idade ao fim Idade ao inicio Idade ao fim
1 2 anos 8 anos 11 anos 15 anos NR NR
2 8 anos 18 anos NR NR NR NR
3 3 anos 17 anos %g gg Zzgz %g gg 2282 NR NR
4 3 anos 16 anos NR NR NR NR
5 8 anos 20 anos NR NR NR NR
6 8 anos 18 anos 19 anos 23 anos NR NR
7 8 anos 17 anos NR NR NR NR
8 1°) 16 anos 1°) 21 anos NR NR NR NR
2°) 30 anos 2°) 30 anos
9 5 anos 17 anos NR NR NR NR
10 8 anos 17 anos NR NR 17 anos 19 anos
11 8 anos 15 anos NR NR 15 anos 18 anos
12 9 anos 16 anos NR NR NR NR
13 15 anos 20 anos NR NR NR NR
14 Incerto Incerto NR NR NR NR
15 16 anos 16 anos NR NR NR NR
16 4 anos 14 anos NR NR NR NR
17 9 anos 16 anos NR NR NR NR
18 1°) 3 anos 1°) 10 anos NR NR NR NR
2°) 14 anos 2°) 16 anos
19 7 anos 19 anos 21 anos 22 anos NR NR
20 11 anos 15 anos NR NR NR NR
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Pt

Tratamento com Pamidronato

Tratamento com Acido Zoledrdnico

Tratamento com Alendronato

Idade ao inicio Idade ao fim Idade ao inicio Idade ao fim Idade ao inicio Idade ao fim
0 0
2L 0 l0mes 0y 15 ancs NR NR NR NR
22 15 anos 16 anos NR NR 8 anos 11 anos
23 34 anos 34 anos NR NR NR NR
24 NR NR 55 anos 58 anos NR NR
25 NR NR NR NR NR NR
26 NR NR NR NR NR NR
27 NR NR NR NR NR NR
28 10 anos 18 anos NR NR NR NR
29 2 anos 14 anos NR NR NR NR
30 NR NR NR NR 53 anos 53 anos
Fla NR NR NR NR NR NR
Fib NR NR NR NR NR NR
F2a NR NR NR NR 41 anos 46 anos
F2b NR NR NR NR 24 anos 28 anos
F3a NR NR NR NR 12 anos 18 anos
F3b NR NR NR NR NR NR
F3c NR NR NR NR 66 anos 69 anos
F3d NR NR NR NR 45 anos 46 anos
F4a 12 anos 16 anos NR NR NR NR
Fab NR NR 53 anos 54 anos 42 anos 51 anos
F5a 1 ano 11 anos NR NR NR NR
F5b NR NR NR NR 47 anos 50 anos
F6a 6a 15a NR NR NR NR
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Tratamento com Pamidronato

Tratamento com Acido Zoledrénico

Tratamento com Alendronato

Pt Idade ao inicio Idade ao fim Idade ao inicio Idade ao fim Idade ao inicio Idade ao fim
Féb NR NR NR NR 46 anos 48 anos
F7a 1 ano 14 anos NR NR NR NR
F7b NR NR NR NR NR NR
F8a NR NR NR NR NR NR
F8b NR NR NR NR 25 anos 28 anos
F8c NR NR NR NR NR NR

NR, ndo realizado
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Apéndice 2. Identificacdo das variantes encontradas ao nivel do DNA e da proteina

Pt Gene Variante (DNA) Variante (Proteina)
1  SERPINF1 €.1145 1163del p.(Phe384Leufs*9)(;)(Phe384Leufs*9)
2 COL1AL €.A3839C p.(GIn1280Pro)
3 FKBP10 €.825dupC p.(Gly278Argfs*95)(;)(Gly278Argfs*95)
4 COL1A1 €.G2569T p.(Gly857Cys)
5 SERPINF1  ¢.[283+2T>C];[(283+2T>C)]
5 PLOD2 €.1682G>A p.(Trp561*)
PLOD2 €.1496_1500del p.(Glu499Aspfs*29)
7 COL1A1 €.643-2A>G
8 P3H1 €.[1080+1G>T];[1080+1G>T]
9 COL1A1 c.G878A p.(Gly293Asp)
COL1A1 c.C873A p.(Ser291Arg)
10 COL1A2 c.G1100A p.(Gly367Glu)
11 COL1A2 c.G982A p.(Gly328Ser)
12 FKBP10 c.A179C p.(GIn60Pro)(;)(GIn60Pro)
13 COL1A2 c.G2314A p.(Gly772Ser)
14 COL1A1 €.G2155T p.(Gly719Cys)
16 TMEM38B delecdo de éxons 1 e 2
P3H1 c.G1448A p.(Alall7Cysfs*64)
17 P3H1 c.349 358del p.(Cys483Tyr)
WNT1 c.A308C p.(Asn103Thr)
WNT1 C.775_786dup p.(Gly259_Gly262dup)
18 COL1A1 c.G3118A p.(Gly1040Ser)
19 COL1A1 c.G2299A p.(Gly767Ser)
20 PLOD2 €.1639T>C p.(Tyr547His)
PLOD2 €.844T>C p.(Cys282ArQ)
21 COL1A2 ¢.G578A p.(Gly193Asp)
22 COL1A1 c.C748T p.(GIn250%)
23 IFITM5 c.-14 C->T
24 COL1A1 c.2612delC p.(Pro871Leufs*237)
25 COL1A2 c.G2314A p.(Gly772Ser)
26 COL1A1 c.G316T p.(Glu106*)
27 COL1A1 €.2452-2A>G
28 COL1A1 c.G2362A p.(Gly788Ser)
29 COL1A2 c.G1378A p.(Gly460Ser)
30 COL1A1 €.334-9A>G
F1 COL1A1 €.334-9A>G
F2 COL1A2 c.G955A p.(Gly319ArQ)
F3 COL1A2 c.G2314A p.(Gly772Ser)
4 COL1A2 c.G686A p.(Gly229Asp)
COL1A2 c.C689A p.(Pro230GIn)
F5 COL1A1 ¢.G1580C p.(Gly527Ala)
rg  COLIAL c.C3421T p.(Arg1141%)
COL1A1 c.G1583A p.(Arg528His)
F7 COL1A1 €.809dupT p.(Ser271GInfs*16)
F8 COL1A1 c.G769A p.(Gly257Arg)




